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L’analyse quantitative de la cholestérine dans le sang a déja 
fait objet de nombreux travaux en pathologie humaine. Les 
recherches de Chauffard et Grigaut ont montré notamment 
que les états toxi-infevtieux sont, avec les affections du foie et 
des reins, ceux qui provoquent les modifications les plus 
importantes de la cholestérinémie. Dans ce travail, nous 
étudierons les variations de la cholestérinémie au cours de 
diverses toxi-infections chez l’animal, ainsi que dans des 
processus d@’immunité. 


I 


Le procédé de dosage le plus usité pour la cholestérine 
est celui de Grigaut [4], qui repose sur l’application de la 
réaction de Liebermann et sur les considérations suivantes. 
Du sérum sanguin, agité avec un solvant de la cholestérine, 
tel que l’éther sulfurique, ne lui céde que de faibles quantités 
de sa cholestérine, et cela parce que, dans le sérum, elle s’y 
trouverait en majeure partie sous la forme d’une combinaison 
avec les albuminvs; or, l’alcool peut assurer le passage intégral 
de la cholestérine du sérum dans l’éther. 

On introduit donc dans le cholestérimétre 2 cent. cubes du 
sérum a doser, 13 cent. cubes d’alcool 460° contenant 1 gramme 
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NaOH par 200 cent. cubes, et 15 cent. cubes d’éther sulfurique. 
Aprés agitation, on laisse reposer et soutire la couche aqueuse 
inférieure, que l'on remplace par 20 cent. cubes d'eau; agita- 
tion, repos de cinq minutes et soutirage de |’eau, remplacée 
encore par 20 cent. cubes d’eau distillée; méme opération. 
L’éther, chargé de la cholestérine, est alors recueilli sous la 
forme d’une émulsion onctueuse, dans une capsule de porce- 
laine, puis évaporé au bain-marie. Le résidu est repris par 
5 cent. cubes de chloroforme, versé en plusieurs fois; on ajoute 
enfin 2 cent. cubes d’anhydride acétique et 3 gouttes normales 
d’acide sulfurique, de fagon & pratiquer la réaction verte de 
Liebermann. 

Semblable réaction est faite dans un autre tube avec une 
solution chloroformique de cholestérine 4 0,06 p. 100. Au bout 
de trente minutes, la coloration verte a atteint son maximum 
dans les deux éprouvettes, et il reste & procéder & la compa- 
raison des deux teintes pour en déduire le chiffre de la choles- 
térine. Pour cela, on transvase les deux solutions soit dans le 
colorimétre & dilution, soit dans le colorimétre plongeur de 
Duboseq, que nous avons employé exclusivement pour nos 
recherches, et qui permet, avec un degré d’exactitude de 
1 p. 100 environ, de comparer entre elles deux solutions 
colorées dans le méme champ optique. Nous rappellerons que 
la comparaison vaut surtout pour des solutions de titre assez 
voisin, que la lumiére artificielle est préférable & celle du jour, 
et qu'il est bon de faire les lectures dans une chambre peu 
éclairée afin de faciliter le maximum de sensibilité de ceil, 
toutes recommandations précisées dans les excellents articles 
sur la colorimétrie, dus‘a G. Fleury, M"® Garreau, Baudoin et 
Bénard |2]. L’éclairage dont nous disposions était fourni par 
une lampe & verre dépolt 1/2 watt de 32 bougies. Nous avons 
ulilisé aussi une lampe Philips de 100 bougies. L’examen des 
solutions était pratiqué chaque fois sous trois épaisseurs diffé- 
rentes dont on prenait la moyenne. Les concentrations étant en 
raison inverse des épaisseurs qu’il faut donner aux colonnes 
liquides pour obtenir |’égalité de teinte, le titre de la choles- 
térine se trouve exprimé par la formule : 


x= 0,60 7 
2 
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H' et H* exprimant respectivement les hauteurs en milli- 
métres lues sur le colorimétre pour la solution de titre connu 
(H') et pour la solution de titre cherché (H?). 

Le principal caractére de la cholestérinémie au cours des 
infections est son polymorphisme, et ce sont surtout la durée et 
Yintensité de celles-ci, bien plus que leur marque spécifique, 
qui donnent aux tracés de la cholestérinémie leur forme 
distinctive; aussi Grigaut a-t-il pu dire que dans les formes 
légéres et moyennes des infections chez ’homme, la choles- 
térinémie est 4 peine modifiée, parfois un peu élevée pendant 
la période d’élat, tandis que dans les formes graves, l’hyper- 
cholestérinémie est constante avec trois phases de recru- 
descence, savoir aux périodes d’état, de défervescence, de 
convalescence. 

A vrai dire, il est assez difficile de reproduire, par Tespen- 
mentation, 1es traits variables de la cholestérinémie, tels qu’on 
Jes bhterrs en pathologie humaine. Les états tienen: graves 
n’ont pas, en général, chez les animaux, une durée suffisante. 
Si l’on utilise des cultures virulentes, telles que celles de la 
bactéridie, d’un pneumocoque, d’un streptocoque, les lapins qui 
les recoivent dans les veines présentent trop rapidement un 
état extrémement grave, pour pouvoir suivre un ensemble de 
variations dans leur cholestérinémie. Le taux se trouve seule- 
ment ou trés élevé ou, au contraire, trés au-dessous de ce 
qu il présentait avant injection. 

L’hypercholeslérinémie, dans nos diverses expériences chez 
le lapin, a élé particuliérement marquée aprés l’injection des 
cultures de bacille typhique, de staphylocoque, de pneumo- 
coque (0,53, 0,60, 0,65 p. 1.000 contre 0,18 p. 1.000). Grigaut 
avait montré que chez Vhomme atteint de pneumonie, on pou- 
vait noter une hypercholestérinémie lors de la période d’état, 
au moment de la défervescence et de la convalescence. 

I] est donc intéressant de suivre l’évolution de la cholestéri- 
némie dans une infection & marche assez lente et a caractéres 
aussi constants que la rage & virus fixe. 

Nous avons procédé a des dosages réguliers chez 4 lapins 
inoculés dans le cerveau avec ce virus et avons vu que, pendant 
les premiers jours qui suivent la trépanation, la cholestérine 
augmente dans le sang, du simple au double environ, pour 


924 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


TasLeau I. — Cholestérinémie au cours des états toxi-infectieux. 


Lapin 


de 2.100 ger. 
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de 2.000 gr. 


Lapin 


de 1.850 gr. 
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de 2.000 er. 
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QUANTITES DE CHOLESTERINE 
par litre de sérum 


SS a I 


0,60 au 3¢ jour. 
0,25 


0,53 le lendemain de l’injec- 
tion. 
O25: 


0,65 au 2e jour. Mort quel- 
ques heures apres. 

0,18 

0,42 le 2° jour. 

0,43 le 3¢ jour. 

,42 le 5e jour. 

0,45 le 7° jour (début de la 
paralysie). 
Toles Geni 

0,22 


(mort le 1/¢ j.). 


0,10 a la 8e heure. 
0,92 


0,50 le 2e jour. 
@ 2° jour: 
» 2° jour. 
4€ jour. 
5¢ jour. 
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0,70 au 3° jour. 
0,25 
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splanchnique). 
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atteindre, dans les derniers jours de la paralysie, trois ou 
quatre fois le taux normal (voir un de ces lapins tableau I). 

Dans les intoxications par les toxines dites solubles, diphté- 
rique et tétanique, les choses se passent différemment. Ainsi, 
chez des lapins ayant recu une dose mortelle de toxine diphté- 
rique dans ia veine, l’hypocholestérinémie était de régle 
quelques heures apres l’injection. Les résultats sont d’ailleurs 
assez variables, suivant qu’elle est faite dans /hypoderme, ou 
bien directement dans le sang, et suriout suivant la durée de 
la maladie. Ainsi, la cholestérine était légérement augmentée 
chez un animal inoculé dans les muscles avec une dose de 
toxine (étanique le tuant en huit jours. Au contraire, la méme 
toxine administrée directement dans le sang provoque, on le 
sait, l’apparition d’un télanos généralisé (tétanos splanchnique), 
qui s'accompagne d’une diminution trés sensible du taux de la 
cholestérine dans le sérum; mais, chez un autre animal, aprés 
quelques jours d’une intoxication tétanique lente, le sang 
renfermait un excés de cholestérine. Dans le tableau J, sont 
résumés les résultats de quelques-unes de ces expériences. 

Nous devons faire remarquer les chiffres faibles de 0,18, 
0,22 ,0,25 p. 1.000, trouvés pour la teneur en cholestérine du 
sérum des lapins avant leur inoculation (tableau I). 

D’ailleurs, chez toutes les espéces animales dont nous avons 
dosé la cholestérine dans les humeurs, |’emploi du_colori- 
métre plongeur de Duboscq nous a régulitrement donné un 
titre cholestérinique trés sensiblement inférieur a celui que 
donne le colorimétre & dilution: c’est ainsi que chez le lapin 
neuf, Grigaut trouve 0,45 p. 1.000, comme moyenne de la 
cholestérinémie; dans son procédé de dosage on préconise 
Yemploi du colorimétre & dilution. 


II 


Nous avons essayé de déterminer le taux de la cholestérine 
par litre de sérum chez les chevaux immunisés [3]. A vrai 
dire, nous ne pouvons donner qu'une moyenne de plusieurs 
dosages, et il est possible que certains sérums thérapeutiques 
contiennent une quantité légerement différente, suivant les 
échantillons analysés, mais dans l’ensemble on peut voir, 
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d’aprés le tableau I, que les sérums thérapeutiques, extréme- 
ment actifs, préparés & |’Institut Pasteur, contiennent une 
quantité de cholestérine légerement inférieure ou supérieure 
i la moyenne que nous avons déterminée d’aprés l’analyse 
des sérums de 28 chevaux neufs (moyenne 0,31 de cholesté- 
rine par litre). 
Tasceau IL. 
Quantités de cholestérine par litre de sérums thérapeutiques. 


F Z CHOLESTERINE 

DESIGNATION DES SBRUMS pour 1.000 
Sérum detcheval non yaccemme. 2%) =. =. ese - 0,31 
=e CORUM MUCRIGWen she ee ie set ot te Seat 0,27 
+. (jantihistolytique: ci. as. i (eo .  ferlad) + 0,28 
— ,antivemimeux... 0... .. « ere 0,34 
— antiméningococcique....... oh cae 0,28 
== Fanuivedematleys a. - 26 4 se beens 0,20 
= antiperfningems; 6 «0. <2). 21: sebins 0,32 
— antivibrion seplique...... = he 0,36 
—-- Fanbipesle Usaaisc ic nemo MnSRI EES a: ; 0,39 
==) TaNntipmewimo COCELOMCH ar. ech ena n c 0,36 
+ antistreptococeique . . |. aaa. 0,38 
SST AOICSRA ON eS G Goo 5 ahi gee af aoe 0,36 
> F GUMHE NOSE. A dod a ge oo AL 0,38 
CINCH ASSEN GINS: oo awe oro dwe a so x 0,35 


Ainsi, des sérums thérapeutiques, tous extrémement actifs, 
contiennent une quantité de cholestérine qui différe peu de la 
moyenne déterminée dans le sérum de chevaux non immunisés. 

I] était indiqué de détermimner le titre de la cholestérine dans. 
le sérum de certains chevaux réagissant aux injections de 
grandes quantités de toxines diphtérique ou tétamique par une 
production relativement faible d’antitoxine, car on ignore 
encore les causes qui déterminent chez les animaux un rende- 
ment inégal en unités antitoxiques [4]. 

Nos dosages ont porté sur un ensemble de 21 échantillons (4) 


de sérums, 13 de sérum antitétanique, 8 de sérum antidiphté- 
rique (tableau IIT). 


(1) Ces échantillons de sérums nous ont été obligeamment fournis par 
MM. Loiseau et Ramon, ce dont nous Jes remercions vivement. 
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TaBLeau III. 
Quantités de cholestérine par litre de sérums antitoxiques. 


QUANTITES 
de toxines NOMBRE D'UNITES 

injectées 

aux chevaux 


QUANTITES 
de 
cholestérine 


DESIGNATION DFS SERUMS 
antitoxiques 


litres 
49,500 
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8,850 
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.000 
. 000 
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ATS 
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a Se cys 
— Se 
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9 
8 
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2 
4 
4 
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1 
1 
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—) 
Oo O-9 CS So. OS SS owe S 


of & Ot 


Si l'on compare entre eux (tableau III) les différents nom- 
bres exprimant les taux cholestériniques, on voit qu’ils pré- 
sentent, dans la grande majorité des cas, des modifications 
inverses du nombre des unités antitoxiques. De plus, si on 
rapporte ces nombres 4 celui de 0,31 que nous avons trouvé 
comme moyenne cholestérinémique de plusieurs chevaux 
non immunisés, on voit que la presque totalité des nombres se 
trouve étre égale ou supérieure au taux normal 0,31. Cette 
observation vaut surtout pour les chevaux fournisseurs des 
sérums antilétaniques 7, 9, 10, 11, 12, 13, et pour ceux don- 
nant les sérums antidiphtériques 17, 18, 19, 20, 21, dont le 
titre cholestérinique atteignait ou méme dépassait, pour quel- 
ques-uns, le double du taux normal. De plus, si l’on se rap- 
pelle que dans les sérums antitoxiques les plus actifs (tableau II), 
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la moyenne pour le sérum antilétanique élait 0,36 et pour le 
sérum antidiphtérique 0,27, on peut dire que des sérums conte- 
nant seulement 175 unités antidiphiériques avaient un taux 
de cholestérine presque triple de celui trouvé dans des sérums 
thérapeutiques trés puissants et qu'un sérum titrant moins de 
{.000 unités antitétaniques contenait presque trois fois plus de 
cholestérine que les sérums les plus actifs. 

Il serait sans doute intéressant de procéder au dosage de la 
cholestérine dans le sang des chevaux avant les injections 
immunisantes, et de poursuivre ces dosages pendant Ja durée 
de celles-ci. Ceite analyse permetirait de savoir si (hypercho- 
lestérinémie apparai! chez certains animaux en cours d'immu- 
nisation, témoignant ainsi, comme on peut le supposer, d'une 
intoxication, ou bien si cette hypercholestérinémie constilue un 


Tasteav [VY. — Courbe de la cholestérinémie chez un cheval 
en cours d immunisation diphtérique. 


24 n. | 24 a. 24H. | 24 zB. 

aprés aprés apres apres aprés 

i j Pinjec- | l'injec- | linjec- | Pinjec— | Vinjec- 

de | tien de | tion de | tion de | tion de | tion de { tion de 

-c. BlOc.e 30) tee sec. | 5¢.c. [10 c. ¢ | 5c. e. 
de de de de de de de 

foxine | toxine | toxine toxine | toxine | toxine toxine 
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des caractéres individuels de certains chevaux. Dans ce dernicr 
cas, on devrait éliminer de tels animaux, comme impropres a 
fournir des sérums thérapeutiques trés actifs, puisque les 
dosages de la cholestérine nous ont montré que son augmen- 
tation dans le sang accompagne généralement un rendement 
défeciueux en antitoxine. 

La seule donnée que nous possédions jusqu’ici, sur l’évo- 
lution de Ja cholestérinémie au cours de l’immunisation, con- 
eerne un cheval soumis & des injections répétées de toxine 
diphtérique (tableau IV). On voit qu’aprés une légére hypercho- 
lestérinémie, consécutive & la premiére injection de 0 ¢.c. 05 
de toxine, la courbe s'est montrée descendante en lysis, 
pendant les trois injections suivantes, de doses croissantes de 
toxine, failes chaque semaine; ensuite on a noté une hypercho- 
lestérinémie brusque, suivie du retour & un taux de cholesté- 
rine inférieur & celui que fournissent les sérums thérapeu- 
tiques trés actifs. 


& 


Au cours de nos recherches sur Ja cholestérinémie, dans les 
sérums normaux et dans Jes sérums thérapeutiques, nous 
avons observé un fait qui n’est mentionné nulle part dans la 
littérature concernant la cholestérine, lout au moins & nolre 
connaissance. 

Cette substance colloidale, que l’on a fait rentrer dans le 
groupe artificiel des « lipoides », et qui, comme on l’enseigue, 
se rencontrerait dazis le sérum sous une forme libre et aussi 
sous la forme d’un complexe albumine-cholestérine, se trouve 
plus ou moins retenue, parfois en totalilé, par des bougies en 
porcelaine dégourdie : le sérum neuf ainsi filtré peut avoir 
perdu toute sa cholestérine [5]. 

Comme ce fait est utile 4 connaitre, le tableau V donne les 
principaux résultats que nous avons obtenus dans l’étude de ce 
phénoméne, en filtrant divers échantillons de sérums frais non 
chauffés, et de sérums chauffés. 

Les filtrations étaient faites sans pression aucune, a travers 
des bougies Chamberland n° 3 ou n° 5. On voit qu’elles pou- 
vaient retenir la plus grande partie de la cholestérine de 


930 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


certains sérums frais d’animaux neufs, dont quelques-uns se 
trouvaient dépouillés pratiquement de la totalité de la choles- 
térine quils contenaient avant la filtration. 

Le chauffage des sérums a pour résultat de leur conserver, 
malgré la filtration consécutive, la majeure partie de leur cho- 
lestérine (tableau V). 


Tasteau V. — Action de la filtration sur la teneur des sérums 
en cholestérine. 


SERUMS NEUFS wie FILTRATION oe 
1. Homme (réact. néga- 
tive de Wassermann). 4,23 Bougie Chamberl. n° 3 0,36 

a Ghevall ys 2 ee 0,27 Id. i 0519 
satabeval ei: 4 a: 0,27 Id. 3 0,04 
AmChievaly. i. 2 tee oie 0,25 Id. 3 0,084 
OEE SE 8 eo Ss 0,26 Id. 5 0,084 
CACC Vallee ae eres 0,25 Id. 3 0,41 
ha: MAD acn ks. er 0,20 Id. 5 0 
Salbapiticge seeen eee 0,20 Id. a 0 
9) apins eo: eee 0,19 Id. 5 0 
AOS Cine vall Ras seas ere 0,29 30 minutes a 56°, puis 

bougie n° 5. 0,18 
ERO hee oe se 0,33 3 fois 1 heure a 56°, puis 

bougie n° 5. 0,32 


Si les sérums neufs non chauffés se comportent ainsi, en 
filtrant & travers une porcelaine poreuse, il en va autrement 
pour les sérums thérapeutiques trés actifs préparés par l'Ins- 
litut Pasteur. Nous nous sommes limité dans ces recherches 
aux sérums antidiphtérique et antitétanique : la filtration y 
détermine seulement des différences légéres dans leur teneur 
en cholestérine ; ce fait n’est pas di simplement au chauflage, 
car un sérum thérapeutique trés actif peut se comporter de 
méme avant cette opération (tableau VI). 

Dans ces différents essais de filtration, un fait joue aussi un 
role important, & savoir la porosité variable de bougies por- 
tant cependant le méme numéro. C’est pourquoi, si l’on veut se 
faire une idée aussi approchée que possible sur l’influence du 
chauffage et sur les modifications qui ont pu se produire, au 
cours de l'immunisation, dans les complexes cholestérine- 


ae 
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albumine, est-il nécessaire de filtrer successivement sur la 

méme bougie un sérum neuf avant et aprés le chauffage, puis 
r Wy . > . 6 

un sérum d’animal immunisé, chauffé ou non (tableau VI). 


Tasceau VI. — Action de la filtration sur la teneur des sérums 
en cholestérine. 


SERUMS FILTRATION 


TENEUR 
TENEUR 


. Homme (réaction positive de 
Wassermann) Bougie n° 5. 
. Antitétanique (chauffé) . . . 9 |Bougie 5. 
3. Antidiphtérique (chauffé) . . 27 |Bougie 5. 
. Antilétanique (chauffé) . . . 3 fois de suite sur méme 
bougie 5. 
5. Cheval (en cours d‘immunis. 
contre la toxine diphtér.). . 26 13 fois de suile sur méme 
bougie 5. 
. Antitétanique (chauffé) . . . 5 |Bougie 5. 


. Cheval neuf (chauffé 3 fois). 0, Bougie 5. 
. Antidiphtérique (chauffé 


Méme bougie que pour le 
sérum 7. 
. Cheval neuf (non chauffé) . . Bougie 5. 
. Le méme sérum que 9, mais 
CRAUMSISAOISE <tls rcp ee = dv Méme bougie que pour le 
sérum 9. 
. Antitétanique non chauffé. . Méme bougie que pour les 
sérums 9 et 10. 
2. Le méme sérum que 11, mais 
chauffé 3 fois . . 29 |Méme bougie que pour les 
sérums 9, 10 et 11. 


L’épreuve nous parait montrer que le chauffage d'une part, 
Vimmunisation intensive d’autre part, ont pour effet de modi- 
fier suffisamment l’état ot se trouve la cholestérine. dans un 
sérum, pour empécher cette substance colloide d’étre retenue 
par les bougies ainsi qu’elle l’est dans un sérum frais d’animal 
neuf. Dans les derniéres expériences qui figurent sur le 
tableau VI, le fait de s’étre servi de la méme bougie permet 
de ne pas faire intervenir les questions de porosité, variable 
avec les différentes bougies, mais on peut se demander si 
le pouvoir d’adsorption d'une bougie ayant servi a la filtration 
d’un sérum neuf ne serait pas en partie épuisé par lui. 
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a 


On voit dans le tableau VI que chacun des sérums filtrés 
successivement contenait (expériences 10, 11 et 12) la méme 
quantité de cholestérine uprés qu’avant la filtration, et cela 
bien que celle-ci ait suivi une premiere filtration ot du sérum 
neuf non chauffé avait perdu presque les deux tiers de sa 
cholestérine. 

On voit aussi que des sérums thérapeutiques trés actifs 
peuvent élre filtrés plusieurs fois sur la méme bougie (épreuve 4) 
sans perdre une quantité notable de leur cholestérine (0,24 
contre 0,29), tandis que le sérum d’un animal en cours d’im- 
munisation (épreuve 5) en perd une quantité plus grande. Dans 
une autre épreuve, ce dernier sérum recueilli tout & fait au 
début de l'immunisation du cheval (sérum antidiphtérique) 
avait méme été dépouillé presque totalement de sa vholestérine 
par filtration avant chautfage (0,02 contre 0,23). 

Enfin, nous avons observé que le sérum provenant d’un 
cheval fournissant seulement 130 unités antidiphtériques, 
malgré les injections les plus copieuses de toxine, contenait 
0,35 de cholestérine avant la filtration et aprés elle ne conte- 
nait plus trace de cholestérine : la réaction de Liebermann 
n’apparaissait plus. 

Cette rétention de la cholestérine par les bougies rappelle 
dautres faits d’adsorption analogues, tels que l’adsorption du 
complément dans les sérums que l'on a filtrés sur bougie. Si lon 
agite un sérum neuf de cheval avec de la poudre de Tripoli, 
on peut s’assurer que la quantité de la cholestérine n’a pas été 
modifiée d'une fagon appréciable dans ce sérum centrifugé, 
méme aprés un contact prolongé. Mais la poudre de kaolin 
lavée adsorbe la cholestérine ; dans une expérience, nous avons 
vu, par exemple, la quantité de cholestérine d’un sérum de 
cheval neuf passer de 0,32 a 0,19, aprés un contact de quarante- 
huit heures avec de la poudre de kaolin. 

Sans vouloir insister sur d’autres expériences qui seraient en 
dehors de ces recherches sur la cholestérinémie, nous ajoute- 
rons seulement que cetle intéressante propriété de la choles- 
térine d’étre retenue par les bougies en porcelaine poreuse ne 
se manifeste pas seulement avec les sérums frais. De la bile 
vésiculaire contenait, chez un beeuf, 0,80 p. 1.000 de cholestérine 
avant la filtration; aprés cette opération, cette bile n’en contenait 
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plus que 0,49 p. 1.000. Ainsi I’état d’équilibre instable ot se 
trouvent les colloides dans le sang caractérise aussi d’autres 
produils organiques, tels que la bile. 

Le pouvoir, bien connu, des bougies de retenir une certaine 
partie des albumines d’un liquide albumineux porte & supposer 
que, dans cetle rétention de la cholestérine au cours de la 
filtration, ce doit étre surtout la fraction de la cholestérine 
combinée aux albumines qui reste dans les bougies; toutefois, 
dans les expériences od I’on voit un sérum neuf dépouillé tota- 
lement de sa cholestérine, on doit admettre que la cholestérine 
libre, ainsi que ses éthers, peuvent se trouver également arrétés 
par les bougies, si l'on reconnait, avec certains auteurs, la 
présence de cette forme de la cholustérine dans le sang (1). 

On sait qu’en vieillissant, les sérums thérapeutiques laissent 
se former un précipilé di & des substances salines, 4 des 
matiéres albuminoides et & des substances grasses. Nous avons 
cherché dans des sérums vieux de plus d’une année, si ces 
précipités n’avaient pas entrainé de la cholestérine. Or, de tels 
sérums ont toujours présenté le méme taux de cholestérine 
que des sérums fraichement préparés, et leur dépot, centrifugé 
et lavé, a donné une réaction de Liebermann 8 peine visible, 
si bien que l’on pouvait évaluer & 0,020p. 1.000 seulement la 
quantité de cholestérine contenue dans le précipité (sérums 
antitétaniques et antidiphtériques). 

Dans ces sérums thérapeutiques, la cholestérine parait donc 
bien ne plus pouvoir en étre séparée soit par la filtration (2), soit 
par la centrifugation, car il faut savoir que celte derniére 
opération, surtout lorsqu’elle est prolongée pendant un certain 
temps, pendant une heure par exemple, & la vitesse d’environ 
4.600 tours, entraine maintes particules en suspension aux- 
quelles peut se trouver collée une certaine quantité du com- 
plexe cholestérine-albumine. Ainsi, un sérum frais de lapin, 


(1) Sans faire aucun rapprochement entre la rétention de la cholestérine 
par les bougies et les dépots de cette substance dans les tissus de l’orga - 
nisme, on doit rappeler ici ’importance attribuée aux éthers de la cholesté- 
rine dans la pathogénie des artérites chroniques : les placards athéromaleux 
contiennent des cristaux d’acides gras et de cholestérine; dans !’aorte 
alhéromateuse on a trouvé 6-7 fois plus de cholestérine que dans l’aorte 
saine. 

(2) Dans cette question complexe, il faudrait sans doute tenir compte de 
lalcali que peut livrer aux sérums le verre dans lequel ils sont conservés. 
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renfermant une petite quantité de cholestérine, 0,18 p. 1.000, 
n’en contenait plus que 0,04 aprés une centrifugation prolongée; 
mais si le sérum a été chauffé, la méme opération conservera 
au sérum une teneur uniforme en cholestérine. 

Dans une autre expérience, un sérum neuf et non chauflé 
de cheval titrait 0,24 p. 1.000 de cholestérine; apres une centri- 
fugation de trente minutes, le taux de la cholestérine s’était 
abaissé & 0,14 p. 1.000. Ce sont 1a des données utiles a con- 
naitre pour les dosages de cette substance. 


f CONCLUSIONS. 


4° Au cours des infections, la cholestérinémie présente une 
grande variabilité, et c’est 1a un de ses principaux caracteéres, 
- aussi bien chez les animaux que chez homme; d'une fagon 
eénérale, l'augmentation de la cholestérine dans le sang est 
assez considérable au cours de toxi-infections prolongées 
comme l’infection rabique, ou comme I’intoxication lente par 
une toxine bactérienne. 

2° Aucours de ’immunité extrémement forte, qui caractérise 
celle des chevaux fournisseurs de sérums thérapeutiques trés 
actifs, la cholestérine se présente dans le sérum a4 un taux 
comparable & la moyenne cholestérinémique observée chez les 
chevaux non immunisés. 

3° Dans le sérum des animaux donnant un nombre relative- 
ment faible d’unités antitoxiques (antidiphtériques et antitéta- 
niques), malgré des injections copieuses de toxine, le titre 
cholestérinémique peut, au contraire, se montrer trés élevé 
au-dessus de la moyenne. 

4° La cholestérine, dans un sérum frais, est retenue facile- 
ment par les bougies; les sérums chauffés, les sérums des 
animaux immunisés, peuvent, au contraire, étre filtrés sams 
perdre de quantités notables de cette substance. 
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ETUDES SUR L’ANAPHYLAXIE. 
COAGULATION ET PURIFICATION DES SERUMS (1) 


par A. BESREDKA. 


Les accidents impressionnants qui suivent chez le cobaye la 
réinjection des protéiques ne sont plus redoutés de nos jours. 
Le procédé des injections subintrantes (2) fournit un moyen 
sur d’éviter ce que nous proposdmes d’appeler (3) choc anaphy- 
lactique. 

L’effet salutaire des narcotiques, en particulier de l’alcool et 
de léther (4), est également aujourd’hui bien reconnu. 

On est moins fixé sur l’effet « antianaphylactigue » de cer- 
tains sels de soude — hyposulfite, oléate, carbonate, ainsi que 
de la peptone. . 

Quel que soit le procédé en cause, c’est & l'animal que l'on 
demande de créer |’état d’antianaphylaxie. Que l'on amortisse 
le choc par l’injection des doses croissantes d’antigéne, que 
Yon engourdisse le systeme central par J'alcool, c’est toujours 
Porganisme lui-méme qui est sollicité & concourir 4 son immu- 
nité contre lanaphylaxie. 

Si,au lieu de faire appel 4 animal, on pouvait agir sur l’an- 
tigene, la lutte contre les menaces de l’anaphylaxie se trou- 
verait simplifiée. Il s’agirait done, sans toucher & ses caractéres 
biologiques, de modifier l’antigéne de facon a le rendre impropre 
a produire le choc. 

L’idée n'est pas neuve. Elle lest si peu que, pour conjurer 
les méfaits de l’anaphylaxie, les premiers expérimentateurs, 
Rosenau et Anderson, débutérent par attaquer le prétendu 
poison contenu dans les sérums. Croyant que de ce poison 
vient tout le mal, ils essayérent de le détruire par des acides, 


1) Voir Ja note préliminaire in C. R. Acad. Sciences, 170, 28 juin 1920, p. 1628. 
2) C. R. Acad. Sciences, 30 mai 1910, p. 1456. 

3) C. R. Soc. Biologie, 68, 12 octobre 1907, p. 294. 

4) C, 


( 
} 
( R. Soc. Biologie, 62,8 juin 1907, p. 1053 ; ces Annales, 1907, p. 950. 
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des alcalis, des ferments, des alcaloides, des agents’ physi - 
ques, etc. 

Tous ces essais, comme on le sait, n'aboutirent & rien. Seul 
le chauffage & 100° parut en avoir raison; mais ce chauffage 
n’étant pas compatible avec la conservation des anticorps, il 
ne fut pas donné, dans la pratique, suite & ce procédé. 


Dans une étude consacrée a la toxicité des sérums thérapeu- 
liques (1) nous avons montré que, en se servant de cobayes 
sensibilisés, il était facile de doser, assez exactement, le pouvoir 
toxique. En dosant de la sorte des sérums de provenance 
variée, nous avons constaté que des sérums chauffés pendant 
un temps variable, méme a 58°, étaient atténués dans leur 
toxicité d’une facoa inégale, les sérums étant d’autant moins 
toxiques que la durée du chauffage avait été plus longue. 

La diminution de toxicité des sérums longuement chauffés 
nous parut étre subordonnée au changement de leur état phy- 
sique. Par des expériences directes nous avons pu nous assurer 
dans la suite qu il existait, en effet, un parallélisme entre la 
toxicité d'un sérum chauffé et son degré d’opalescence. 

Si lon pouyait faire subir aux sérums, avant injection 
seconde, une coagulation partielle compatible avec lintégrilé 
de leurs caracteres biologiques, le danger des accidents ana- 
phylactiqnes se trouverait, sinon écarté, au moins considéra- 
blement affaibli. Le probleme se ramenait done 4 trouver des 
conditions réalisant la coagulation & une lempérature qui res- 
pecte les anticorps. 

Ces conditions favorables se trouvent réalisées dans le procédé 
que nous allens exposer. 


Quand on est en présence d’un sérum desséché, il suffit 
d’ajouter dix parties d’eau distillée pour lui restituer son état 
initial. En méme temps qu'il reprend sa constitution physique 


(1) Ges Annales, 1907, p. 777. 
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normale, il récupére toutes les qualités propres au sérum 
liquide normal. 

Si Pon ajoute & du sérum desséché, au lieu de dix parties 
d’eau distillée, deux parties seulement, on obtient un produit 
intermédiaire entre le sérum sec et le sérum liquide. 

La dissolution s’opére lentement, pendant vingt-quatre a 
quarante-huit heures; elle finit par étre complete. Le produit 
final est transparent; il l’est autant que le sérum normal. Seu- 
lement, au lieu d’étre liquide, ce sérum est sirupeux. 

Cing fois plus concentré que le sérum normal, il posséde de 
ce dernier toutes les propriétés, sauf la température de coagu- 
lation, qui est modifiée en raison de sa consistance: au lieu 
d’étre 4 70-75°, cette température de coagulation descend aux 
environs de 58-60°. 

Le coagulum sérique oblenu ala température de 58-60", aprés 
avoir été soumis a la dessiccation, ne se dissout que trés diffici- 
lement; l’addition d’eau distillée le fait gonfler, mais n’en dis- 
sout qu'une faible partie. 

Voici briévement la technique que nous avons adoptée. 

Dans un verre a pied slérile renfermant de l’eau physiolo- 
gique (10 cent. cubes par exemple), on laisse tomber, par 
petites portions, du sérum desséché en poudre (5 grammes). 
Le sérum étalé en couche uniforme a la surface du liquide 
passe dans ce dernier sans que l’on ait besoin d’agiter le 
mélange. Quand on a obtenu un liquide sirupeux bien homo- 
gene, on s'assure qu il ne renferme pas de grumeaux de sérum 
sec; on verse le contenu du verre dans une boite de Pétri que 
Von porte au bain-marie & 58-60°. 

En trois quarts d’heure ou en une heure, au plus, la coagu- 
lation est achevée; le contenu de la boite est transparent, de 
consistance de caoutchouc. Aprés dessiccation sous cloche, on 
est en présence de paillettes jaune d’or ayant le méme aspect 
que celles du sérum desséché normal. 

En réalité, ce nouveau sérum sec a ceci de particulier quil 
est trés peu soluble dans l'eau : c’est tout au plus le tiers de la 
masse totale, qui, aprés trituration et addition de l’eau, passe 
en solution. 

Pour éviler les contaminations, il est bon de se servir d’eau 
additionnée d’acide phénique (1 partie de sérum coagulé des- 

64 
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séché et trituré pour 9 parties d’eau physiologique phéniquée 
a5 p. 1.000). 

Au cours de ces manipulations deux points surtout sont a 
viser. La masse sirupeuse, destinée & étre coagulée au bain- 
marie, doit étre complétement homogéne et ne pas renfermer de 
particules non dissoutes. De plus, elle doit étre étalée en 
couche mince et également épaisse dans toute son étendue. On 
assure de la sorte la pénétration uniforme de la chaleur, con- 
dition essentielle pour effectuer la coagulation complete, puis 
la purification dont il va étre question plus loin. 


* 
* *¥ 


Tout en restant dans des limites de températures peu éle- 
vées, on possede ainsi un moyen de modifier les sérums, en ce 
qui concerne leur pouvoir toxique. 

Que par suite du traitement indiqué le pouvoir toxique 
baisse effectivement, cela ressort des expériences sur des 
cobayes anaphylactisés éprouvés dans la suite par la voie tra- 
chéale. 

Rappelons qu’au cours des recherches sur la voie respira- 
toire (1) nous avons constaté le fait suivant : & ]’encontre des: 
éléments figurés, les produits liquides — toxines, poisons et 
sérums — se résorbent par la voie pulmonaire avec autant de 
rapidilé que par la voie sanguine. Ainsi, un cobaye anaphy- 
lactisé succombe & Vinjection déchainante intratrachéale, & la 
méme dose et dans le méme délai gu’a injection intravascu- 
laire ou intracérébrale. 

Or, le cobaye, qui est si réceptif par la voie trachéale au sérum 
liquide, se montre trés peu sensible vis-a-vis de ce méme sérum 
lorsqu’il est coagulé 4 58-60°. De ce dernier l’animal sensibilisé 
supporte une dose cing a dix fois plus forte que celle néces- 
saire pour tuer avec du sérum ordinaire, non coagulé. 

Cela se concoit, d’ailleurs, facilement. 

Des le début des recherches sur l'anaphylaxie, nous avons 
particulicrement insisté sur importance du facteur qu’est la 
vitesse de réaction entre l’antigéne et l’anticorps. C’est de 1a, 
(ailleurs, que naquit le terme « choc ». 


(1) Ces Annales, 1920, p. 364. 
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Toutes les fois quela combinaisonentrel’antigéne etl’ anticorps 
se trouve génée, ralentie ou momentanément. affaiblie, le choc 
anaphylactique fait défaut. Ce qui arrive effectivement dans le 
cas des injections subintrantes, dans le cas du sommeil narco- 
tique, dans le cas d’enrobage de sérum see dans I’huile ou le 
jaune d’wuf (1), etc. C’est ce qui arrive également lorsqu’on 
modifie état physique du sérum et qu’on lui fait subir une coa- 
gulation partielle. 

La réaction entre l'antigene et l’anticorps, au lieu de s’effec- 
tuer en une seule fois, brutalement, se fait, dans les conditions 
que nous venons d’indiquer, d’une maniére intermittente. Il en 
résulte que les portions de sérum qui se dissolvent les pre- 

_miéres ont le temps d’antianaphylactiser le sujet avant que le 
reste de sérum entre en solution. Voila pourquoi on peut 
injecter dans la trachée (2) d’un cobaye sensibilisé une quan- 
lité considérable de sérum coagulé, sans le faire périr de choc 
anaphylactique. 

L’état physique est si important que, a poids égal de sub- 
stances protéiques, le sérum est toxique, peu toxique ou 
atoxique, suivant que ce sérum est liquide, opalescent ou coa- 
gulé. 

Le sérum, quia été coaguléa 58-60°, aprés concentration con- 

venable, devient trés peu toxique tout en restant en possession 
de toutes ses propriétés spécifiques. 


. 
5 Se 


Si l'état physique du sérum est un facteur de toxicité, sa 
teneur en protéines en est un autre et non moins important. 

Ainsi, un sérum dilué est d’autant moins toxique qu il aura 
été plus appauvri de ses matiéres albuminoides. 

On aurait donc intérét, si la chose était possible, & soustraire 
du sérum la plus grande partie de ses matiéres protéiques. 
Cela nous améne au probléme de la purification des sérums 
dont nous allons maintenant indiquer le principe. 

Lorsqu’on émulsionne dans l’eau physiologique ou distillée 


(1) Ces Annales, 1920, p. 51. 
(2) L'injection dans les veines nest pas exemple de danger, a cause de la 


formation possible d’embolies. 
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de la poudre fine, obtenue aprés dessiccation et trituration de 
sérum coagulé & 58°, on assiste 4 la formation de deux cou- 
ches ; une inférieure, composée d’une masse blanche que nous 
appelons sérum résiduel, et une supérieure, constituée par un 
liquide jaunatre que nous appelons sérum purifié. 

Un gramme de sérum coagulé sec, transformé en poudre, 
mis en suspension dans 9 cent. cubes d’eau, donne, apres vingl- 
quatre heures de contact, 6 cent. cubes environ de liquide, c’est- 
a-dire de sérumpurifié. Ce sérum, évaporé dans le vide, forme 
un résidu sec égal au tiers du poids environ de sérum sec ini- 
tial; les deux tiers restants sont fournis par le coagulum de la 
couche inférieure. 

Le sérum appauvri en protéines, par ce processus de purifi- 
cation, est peu toxique, comme cela ressort des expériences 
faites sur des cobayes anaphylactisés. I] conserve en méme 
temps, dans une large mesure, ses propriétés spécifiques. Il 
semble que la majeure partie des anticorps contenus dans 
les sérums thérapeutiques est diffusé, lors de la coagulation, 
dans la portion liquide et que le coagulum, ou portion rési- 
duelle, n’en retienne que trés peu. 

Les expériences montrent que, débarrassés d’une partie 
appréciable de leurs albuminoides, les sérums antidysentérique 
et anticholérique ne subissent pas de dépréciations sensibles 
quant & leurs vertus préventives ou agglutinantes : tout se 
passe comme si les anticorps antimicrobiens n’avaient pas 
besoin de substratum protéique. On trouvera les détails relatifs 
a ces deux sérums dans les articles de M. Schénfelder et de 
M. Vaglianos, paraissant dans ce méme fascicule (1). 


(1) Pour ce qui est des sérums antitoxiques purifiés, la question a été 
éludi¢e par M.Tsuzuki (The Journal of Oriental medicine, t. 1, mai 1923, p. 39) 
et fera Pobjet sous peu de la Thése de doctorat de M. Vaglianos. 


SERUM ANTIDYSENTERIQUE 
COAGULE, RESIDUEL ET PURIFIE 


par 


Trycve SCHONFELDER (Christiania). 


Le sérum antidysentérique, préparé avec des cultures de 
_ Shiga, est de ceux qu’il est facile de titrer avec une assez 
grande précision. Le lapin et la souris sont sous ce rapport 
d’excellents réactifs. Nous avons opéré uniquement sur des 
souris blanches. I] leur a été injecté, d’abord, du sérum, plus 
ou moins dilué sous la peau; puis, le lendemain, on leur ino- 
culait du virus dans le péritoine. Le virus provenait des cul- 
tures sur gélose, Agées de vingt-quatre heures et émulsionnées, 
dans de l’eau physiologique (une culture pour 10 cent. cubes 
d'eau). 

Dans une série d’expériences, les souris ont recu une dose 
simplement mortelle de virus, représentée par 0c.c.3 d’une 
culture sur gélose diluée au dixiéme. Dans une autre série, la 
dose de virus a été cing fois plus forte, soit 1c.c.5 de cette 
méme émulsion. 

Les quantités de sérum ont varié de 0c.c.0002 a 0c.c.5. 
Pour avoir un terme de comparaison, nous avons cherché a 
établir la quantité minima de sérum nécessaire pour proté- 
ger animal contre une ou cing doses mortelles de bacilles 
vivanls. 

Les préparations de sérum antidysentérique, employées au 
cours de ces expériences, ont été au nombre de cing : a) sérum 
ordinaire liquide du commerce; 4) sérum desséché du com- 
merce, dilué a 1:10; c) sérum coagulé (1) & 58°, dilué a 1:10; 
d) sérum purifié (1) ; ¢) sérum résiduel (i), lavé & l'eau phy- 
siologique ct dilué 44:40. 


(1) Voir le Mémoire précédent pour le mode de préparation. 
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Premmre sire. — Le virus inoculé représentait une dose 
minima mortelle, soit 0c.c.3 de culture sur gélose, émul- 
sionnée dans 10 cent. cubes d’eau physiologique. 

Voici les quantités de sérum qui ont été trouvées nécessaires 
pour protéger, contre celte dose de virus, une souris de 
18 grammes environ : 


Gye S CRUE Ly Op Cra een ene 5 ser sy sO 2G Can005 
CVSS CLUMECESS CIC page terion ere 0c. c. 005 
ey Scrummicodsule™ = =] so. ss Se O22!" 005 
VS Crumley uURiiem. Aalto kael eas eenree 0c. c.01(0c.c. 005 protégent 
une souris sur deux). 
A\isyscnin Wesel Ag ce oho 4 eS Sc 0 c. c. 05 
Deuxitme sirie. — Le virus inoculé représentait cing doses 


mortelles, soit 1c.c.5 de culture émulsionnée dans 10 cent. 
cubes d’eau ou0c.c.3 deculture émulsionnée dans 2 cent. cubes 
deau. 

Les doses de sérums capables de préserver contre la mort, a 
titre préventif, se traduisent par les chiffres suivants : 


@) Sénumyliquidesyonai-is ee. eee ieee 0c. c. 00625 

by Senn desseche. ge oo uae eee 0 c. c. 00625 

¢) Sérum coaguié: .7.J7 Re 5s cee 0c. c. 025 ' 
a): Sérumd purities. eke ies meee ene eet ee 0c. te. O12 

ON TSUNA CI COMMN SG eB ot So Boo eG osc 0c. ¢. 4 nont pas 


empéché la mort. 


Il ressort de ces expériences que: 

1° Le sérum antidysentérique coagulé a 58° posséde un pou- 
voir préventif légerement inférieur & celui du sérum non 
coagulé ; 

2° Le sérum antidysentérique purifié est moins actif que le 
sérum coagulé dont il dérive, mais beaucoup plus actif, maleré 
sa faible teneur en protéine, que le sérum résiduel correspon- 
dant. 

En d’autres termes, la majeure partie des substances pré- 
ventives contenues dans le sérum anlidysentérique reste 
en solution, aprés coagulation du sérum concentré 4 58°. 


* 


DU SERUM ANTICHOLERIQUE PURIFIE 


par M. 8. VAGLIANOS. 


Les expériences qui font objet de la présente note ont eu 
pour point de départ un sérum anticholérique fourni par 
Vimmunisation de lapins. Ce sérum a été obtenu aprés des 
injections répétées de vibrions, morts et vivants, dans la veine 
marginale de loreilie. Son pouvoir agglutinant vis-a-vis des 
_vibrions était assez net (1: 3.200). Comme il ressort des 
expériences décrites ci-aprés, ce sérum se montra aussi doué de 
propriétés préventives. 

Aprés dessiccation dans le vide sulfurique, il fut de nouveau 
redissous, dans la proportion de 1 gramme de substance séche 
pour 2 cent. cubes d’eau physiologique. Le liquide sirupeux 
ainsi constitué fut porté au bain-marie & 58° pendant trois 
quarts d’heure, en vue de la coagulation, puis de nouveau 
desséché dans le vide. ; 

L’opération terminée, on se trouva en présence de paillettes 
jaune d’or qui, par une trituration prolongée, furent réduites 
en une poudre fine. 

Cette poudre de sérum coagulé sec, contrairement a la poudre 
de sérum ordinaire sec, est difficilement soluble dans l’eau. 

Apres addition d’un gramme de celte poudre & 9 cent. cubes 
d’eau physiologique, on assiste, le lendemain, a la formation de 
deux couches : une inférieure, insoluble, constituée par du 
sérum dit résiduel, et une supérieure, liquide, presque incolore, 
qui représente le sérum dit purifié. 

Ce dernier, séparé par centrifugation de la masse solide sous- 
jacente, est privé de 50 465 p. 100 des protéines que renfermait 
le sérum anticholérique initial recueilli aprés la saignée. 


* 
* * 


Cet appauvrissement du sérum en matiéres protéiques 
entraine-t-il une diminution proportionnelle de ses propriétés 
spécifiques ? 
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Pour nous en rendre compte, nous avons examiné compara- 
tivement les deux sérums, normal et purifié, au point de vue 
de leurs pouvoirs agglutinant et préventif. 

Nous avons déja fait remarquer précédemment que le sérum 
initial agglutinait les vibrions jusqu’a 1 : 3.200. Or, le sérum 
purifié, examiné vis-a-vis des mémes vibrions, en méme temps 
que le précédent, se montra d’une activité & peu prés égale : 
son pouvoir agelutinant variait, au cours de différents examens, 
de 1: 2.900 a1 : 3.200. 

Il en fut de méme du pouvoir préventif : la différence entre 
les deux sérums n’a pas été assez marquée pour avoir pu étre 
saisie dans nos expériences. 

Le vibrion dont nous nous sommes servi tuait le cobaye de 
350 grammes, en injection intrapéritonéale, a la dose de 1/414 
de culture de vingt-quatre heures sur gélose. 

Les sérums & éprouver étaient injectés préventivement sous 
la peau, Ja veille de linoculation du virus. 

Voici, 4 titre d’exemple, une de nos expériences : 


6 avril. — 3 cobayes sont injectés sous la peau avec des doses variables 
de sérum anticholérique purifié : 


eS ey Ae Oe . 350 grammes 1/10 de c. c. de sérum purifié. 
INO) Gon ce tone oO Id. 4/20 de c. c. Id. 
NEUGI~ x... te ee 1/40 de c.c. id. 


3 autres cobayes sont injectés sous la peau avec des doses variables de 
sérum anticholérique non purifié : 


Ne 64... ... 315 grammes 1/10 de c. c. de sérum ordinaire. 
INOTGn oe. eee ee Id. 1 /20.de Gc: Id. 
INSS6G RCI S880 Id. 1/40 de c.c. Id. 


7 avril. — Les 6 cobayes dhier et un cobaye témoin (n° 67, de 340 grammes) 
sont inoculés dans le péritoine avec 1/14 de culture de vingt-quatre heures 
sur gélose. 

Voici les résultats de cette expérience : 

Le cobaye n° 67, témoin, est mort le 8 avril. 

Le cobaye n° 66, qui avait regu 1/40 dec. c. de sérum non purifié, est mort 
le 8 avril. 

Le cobaye n° 63, qui avait reeu 1/40 de c. c. de sérum purifié, est mort le 
44 avril. 

Tous les autres cobayes suryécurent. 


De l'ensemble des faits exposés dans cette note nous nous 
croyons autorisé & lirer les conclusions suivantes : 
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{° Le pouvoir agglutinant du sérum anticholérique purifié 
est sensiblement égal & celui que posséde le sérum ordinaire : 

2° Le pouvoir préventif du sérum purifié ne différe en rien 
de celui du sérum d'origine ; 

3° La teneur en protéiques du sérum purifié est notablement 
plus faible (de 60-65 p. 100) que celle du sérum initial. 


COMPOSITION DE L’ALEXINE : 
ACTION DE LA LEVURE [SACCHAROMYCES]) 
SUR L’ALEXINE 


par le professeur MEGURO (Osaka, Japon). 


On sait que, si l’on ajoute & du sérum de beeuf chauffé & 55° 
du sérum de cheval frais, ce mélange hémolyse fortement les 
elobules rouges de divers animaux, notamment du cobaye. 

Bordet et Gay ont constaté qu’avant d’étre dissous, les 
elobules de cobaye se réunissent en gros amas. Or on observe 
ce méme phénoméne d’agglutination si l’on traite par le sérum 
de boeuf chauffé & 55° des globules de cobaye mis préalable- 
ment en contact avec du sérum de cheval frais et lavés ensuite 
par centrifugation. Mais, dans ce cas, l’hémolyse ne se produit 
pas. 

De la, Bordet et Gay ont conclu a l’existence, dans le sérum 
de beeuf chauffé, d'une substance capable d’intervenir dans 
Vhémolyse des globules de cobaye et quwils ont appelée 
« colloide de beeuf ». Ils ont constaté que cette substance est 
incapable de réagir sur les globules neufs ou sensibilisés lors- 
quils ne sont pas chargés d’alexine. Ultérieurement, Bordet et 
Streng lui ont donné le nom de « conglutinine ». 

Streng a constaté que le colloide de beeuf agit sur différents 
microbes de la méme fagon que sur les globules. 

Manwaring, Sachs et Bauer ont vu que le sérum de chévre 
chauffé favorise Vhémolyse des globules de chévre par le 
sérum hémolytique. 

Manwaring en a déduit qu'une substance contenue dans le 
sérum de chévre, et non détruite par le chauffage & 55°, possede 
le pouvoir de renforcer V’action de l’alexine et il a donné a 
celte substance le nom d’auzilysine. 

D’aprés Streng, le sérum des ruminants, en général, contient 
des conglutinines qui peuvent agir sur les globules de cobaye 
sensibilisés et chargés d’alexine. 
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Dans le sérum de chévre, l’auxilysine remplace la conglu- 
tinine absente. 

Gengou a fait des recherches sur le pouvoir auxilytique dont 
le sérum de cobaye est réguliérement doué. Il a constaté que 
le sérum de cobaye chauffé & 55° est capable d’hémolyser les 
globules de chévre en présence de sérum frais de cheval qui, 
isolément, n’hémolyse pas. Il considére ce phénoméne comme 
di 4 l’action du pouvoir auxilytique. H. Sachs, L. Omorokow 
et H. Ritz ont constaté que le sérum de cobaye, traité par le 
venin de cobra, perd toute son activité hémolytique, mais 
qu'il la recouvre lorsqu’on ajoute au sérum inactivé soit le 
chainon moyen, soit le chainon terminal isolés du sérum 
normal. 

J’ai étudié la composition de l’alexine du sérum de cobaye 
et recherché auquel des composants de l’alexine on doit attri- 
buer ce que Gengou appelle le pouvoir auxilytique. 

J’ai traité du sérum de beeuf chauffé a 55° et du sérum de 
beeuf frais par de la levure saccharomyces développée a l’étuve 
a 37° pendant deux jours. Aprés avoir placé a l’étuve pendant 
une heure les sérums ainsi traités, je les ai centrifugés et j’ai 
étudié le liquide limpide surnageant au point de vue du pouvoir 
auxilytique. 

J’ai utilisé Palexine du sérum de cheval frais et employé, 
comme globules, des globules de cobaye plusieurs fois lavés et 
entitrement débarrassés de sérum. 

Comme le montre le tableau I, j’ai ajouté du sérum de 
cheval frais & du sérum de beeuf chauffé a 55° et 4 du sérum 
de boeuf frais, ’un et l’autre traités préalablement par la 
levure. 

Le mélange obtenu n’a pas hémolysé les globules de 
cobaye. 

D’autre part, j’ai trouvé que le sérum de buf, chauffé a 55° 
ou frais, mais non traité par la levure et additionné de sérum 
de cheval, hémolyse les globules de cobaye. 

Or, il faut remarquer que, dans tous les cas, l’hémolyse 
n’est produite ni par le sérum de cheval frais, ni par le sérum 
de beeuf chauffé, quand on les emploie isolément. 

Cette expérience montre donc que la levure absorbe le 
pouvoir auxilytique du sérum de boeuf, frais ou chaulfé. On 
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TaBLeau I. 


: Ie ESULTAT 
séRUM SERUM DE BOEUF GLOBULES KESU a 
. 55° + traité aprés 30 minutes 
de cheval frais par la levure de cobaye 4 37° 
Cue CGauG 
0,3 0,3 1 goutte Hém. nulle. 
Id. 0,2 Id. Id. 
Id. 0,1 Id. Id. 
Id. 0,05 Id. Id. 
Id. 0,025 Id. Id. 
Id. » Id. Id. 
AST SCRAPES 2 Seah SS SPR ARR I VR A EATEN TET ARI TE IS II SE ES SESE LLCO LIES LCL NTS ELIE LEASED 
; ‘ RESULTAT 
SERUM SERUM DE BOEUF GLOBULES 5 te 5 
aprés <0 minutes 
de cheval frais 55° de cobaye a 37° 
Cac. rere 
0,3 0,3 1 goutte Hém. complete. 
Id. 0,2 Id. Id. 
Id. 0,1 Id. Id. 
Id. 0,03 Id. Id. 
Id. 0,025 Id. Id. 
» 0,3 Id. Nulle. 
Id. » ld. Nulle. 
STS OPA ST ES PEE SERIE SES NNR STEELE SREY PA A A A FEISS REE ASE SIE SES OEE TL RRS TEA 
eEnou SERUM DE Le 9 enews see 
‘ frais traité aprés 30 minutes 
de cheval frais | par la levure de cobaye & 37° 


EAU 
physiologique 


— ee 

ork 0 
1 : 
ce 


Cane G. € 
0,3 0,8 { goutte Hém. nuile. 
Id. 0,2 Id. Id. 
Id. 0,4 Id. ld. 
Id. 0,03 Id. Id. 
Id. 0,025 Id. Id. 
ee a eee a ae ee el | 
SERUM SERUM DE BOEUF GLOBULES sped oe 
dohowal. frat ane caine tins aprés 30 minutes 
obaye A 37° 
Cie CuiGe 
0,3 0,3 4 goutte Hém. complete. 
Id. 0,2 Id. Id. 
Id. 0,1 Id. Id. 
Id. 0,05 Id. Id. 
Id. 0, 0255 Id. Id. 


o 
ae 
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TaBLeau II. 


I ON EE I ES LE a TT I SE ERE IESE’, 


FAC ee SERUM DE COBAYE GLOBULES RESULTAT 

fl ‘ ' 55° trailé de chévre aprés 30 minutes 
physiologique | de cheval frais par la levure sensibilisés 4 37° 

c.c. c.c Cc. ¢ 

0,85 0,15 Orel 1 goutte Presque nulle. 

Id. Id 0,05 Id. Id. 

{d. Id. 0,025 Id. Id. 

Id. Id 0,04 Id. Id. 

Tds Id 0,005 Id. Assez faible. 

Id. » » Id. Id. 

Id. 0,3 » Id. Id. 

Id. » 0,2 Id. Id. 
a 0 
EAU SERUM SERUM DE COBAYE Soke SEL | 

; ; eee de chévre aprés 30 minutes 
physiclogique | de cheval frais 55° sensibilisés 4 370 
c.c Cc. € 
,85 0,15 0,4 4 goutte Hémolyse com- 
plete. 
Id. Id. 0,05 Id. Id. 
Id. Id. 0,025 Tak Id. 
Id Id. 0,01 Id. Trés nette. 
Id Id. 0,005 Id. Trés faible. 
Id. 0,3 » Id. Nulle. 
Id. » 052 Id. Nulle. 
| SR ST EL IT EE PRT ET DI OE ELIE, APTI Fi IMI SAE A SAE SS LENO SS EIT SESE EET OIE 
P SERUM DE COBAYE GLOBULFS RESULTAT 
Pet peau frais trailé de chévre aprés 30 minutes 
physiologique | de cheval frais} par la levure sensibilisés a 870 
c. Cc. c. c Ca iG 
0,85 0,15 0,1 1 goulte |Assez faible. 
Hole Id. 0,05 Id. Nulle. 
Id. Id 0,025 Id. Id. 
a 
- GLOBULES RESULTAT 
EAU SERUM DE COBAYE de chévre aprés 30 minutes 
physiologique frais sensibilisés a 37 
G. iC. Cc 
0,85 0,1 1 goutle Hémolyse com- 
plete. 
Id. 0,05 Id. Id. 
Id. 0,025 Id. Id. 
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observe, en outre, que le sérum, en perdant son pouvoir 
auxilytique, perd aussi sa conglutinine. 

Pour une autre expérience, j’ai employé simultanément du 
sérum de cobaye chauffé & 55° pendant trente minutes et du 
sérum de cobaye non chauffé. L’un et l'autre sérum ont été 
mélangés & une culture de levure et laissés & l’étuve a 37° 
pendant une heure, aprés quoi le liquide clair surnageant a 
été recueilli par centrifugation. A ce liquide clair j’ai ajouté 
du sérum de cheval frais et éprouvé sur les globules de 
chévre sensibilisés l’activité des deux mélanges obtenus. 
(La sensibilisation des globules de chévre a toujours été 
obtenue par le mélange d’un volume de sérum de lapin 
antichévre, chauffé & 55°, avec un volume de globules de 
chévres lavés.) 

Comme le montre le tableau IH, ’hémolyse produite par le 
sérum de cobaye frais ou chauffé, traité par la levure, a été 
presque nulle. Par contre le sérum de cobaye chauffé, non 
traité par la levure, et additionné de sérum de cheval frais, 
produit l’hémolyse tout comme le témoin contenant du sérum 
frais de cobaye. 

La levure a donc absorbé le pouvoir auxilytique du sérum 
de cobaye, frais ou chauffé, comme elle a absorbé celui du 
sérum de heeuf. 

En troisiéme lieu, jai traité le sérum de cobaye frais par la 
levure en me demandant comment se comporte l’alexine du 
sérum, et quelle est son action lorsque, & ce sérum traité, on 
ajoute du sérum de cobaye chauffé & 55°. 

Le tableau III indique que le sérum de cobaye frais, traité 
par la levure, ne peut agir sur les globules de chévre sensi- 
bilisés, méme & la dose de 0 c. c. 2. Mais ce sérum inactif est 
réactivé si on lui ajoute du sérum de cobaye chauffé a 55°. En 
d'autres termes, ni le sérum de cobaye frais, traité par la 
levure, ni le sérum de cobaye chauffé, employés isolément, ne. 
peuvent hémolyser les globules de chévre, alors que, employés 
ensemble, ils les hémolysent. 

De cette expérience, j'ai cru pouvoir déduire que, dans le 
sérum de cobaye chauffé & 55°, une partie, que je désignerai 
par A, de Valexine subsistait, tandis qu’une autre partie B. 
élait compldtement détruite et que, tout au contraire, dans le 
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sérum de cobaye traité par la levure, tandis que la partie A 
disparait, la partie B subsiste. 


EAU 


F physiologique | 


EAU 


iologique 


c. C. 
0,85 
Id. 
Id. 
Id. 


EAU 


physiologique 


SERUM DE COBAYE 
traité 
par la levure 


c. Cc. 
0,4 


SERUM DE COBAYE 
traité par la levure 


TastEau II. 


SERUM 


de cobaye 5° 


GLOBULES 
de chévre 
sensibilisés 


1 goutte 
Td. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 


GLOBULES. 
de chévre 
sensibilisés 


4 goutte 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
Td. 


GLOBULES DE CHEYRE 
sensibilisés 


1 goutte 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 


RESULTAT 
aprés 30 minutes 
a 379 


| a ten 


Hém. complete. 
Id. 
Id. 
Id. 
Nulle. 
Nulle. 
Nulle. 


RESULTAT 
apres 30 minutes 
a 57° 


|Hém. complete. 


Id. 

Id. 

Id. 
Faible. 
Assez faible. 
Nulle. 
Nulle. 


RESULTAT 


En effet, méme en grande dose, le sérum de cobaye chauffé, 

. 2 2) la 
ui contient la partie A, nest pas capable d’hémolyser les 
elobules de chevre, mais il peut réactiver le sérum de cobaye 
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inactivé par la levure, tout comme il peut réactiver le sérum 
de cheval frais. 

C'est donc que, dans le sérum chauffé, il existe une sub- 
stance qui est une partie composante de l’alexine, mais il 
manque une autre substance que possédent le sérum de cheval 
frais et le sérum de cobaye traité par la levure. 

Comme le montre le tableau III, quand on ajoute au sérum 
de beeuf chauffé du sérum frais de cheval, le mélange hémolyse 
les globules de chévre sensibilisés. 

Il ressort de la que le sérum de cobaye chauffé et le sérum 
de beuf chauffé, qui ont perdu Je composant B, contiennent 
tous deux un méme composant A, et que, dans le sérum de 
cobaye traité par la levure, la partie A, qui est thermostabile, 
est absorbée, tandis que B, qui est thermolabile, subsiste. 

Omoroko, Sachs et Omoroko, Ritz, faisant agir du venin de 
cobra sur du sérum de cobaye, ont vu que ce sérum devient 
complétement inactif sur les globules de chévre sensibilisés, 
mais qu'il est réactivé si on lui ajoule le chainon central 
(Mittelstiick), ou le chainon terminal (Endstiick), isolés du 
sérum de cobaye normal. 

J'ai ajouté au sérum de cobaye inactivé par la levure le 
chainon central et le chainon terminal isolés du sérum normal 
pour savoir si ce sérum pourrait étre réactivé. 

Pour isoler les deux chainons, j’ai employé la précipitation 
par CO? indiquée par, Lieffmann. Le sérum de cobaye est 
additionné de quatre parties d'eau distillée, puis on fait passer 
un courant de CO? pendant cing minutes. On peut alors séparer 
par centrifugation le liquide renfermant Valbumine et le sédi- 
ment de globulines. 

Le sédiment de globulines obltenu doit étre bien lavé par 
Peau distillée et ensuite dilué dans un volume d’eau physiolo- 
gique égal au double du volume de sérum mis en expérience. 
Son degré de concentration est done le méme que celui d’un 
volume de sérum normal dilué a 50 p. 100. Le sédiment: 
contient le chainon central, tandis que le chainon terminal se 
trouve dans l’albumine liquide ot sa concentration est cing 
fois moindre que dans le sérum normal. 

J'ai ensuite isolé par précipitation par UO? le sédiment et 
le liquide du sérum préalablement traité par la levure. J'ai 
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cherché si le sédiment et le liquide isolés du sérum trailé par 
la levure pouvaient, avec l’aide du chainon central et du 
chainon terminal isolés du sérum normal, hémolyser les glo- 
bules de chévre sensibilisés; 

Jai expérimenté ainsi qwil suit : 

1° Sur des quantités croissantes de sérum de cobaye traité 
par la levure, ce sérum est éprouvé : 

a) A Vétat isolé; 

6) En mélange avec 0 c.c. 05 de chainon terminal provenant 
de sérum normal; | 

c) En mélange avec 0c. c. 1 de sédiment provenant de sérum 
normal ; 

2° Sur des quantités croissantes de liquide obtenu en traitant 
le sérum de cobaye par la levure : 

a) En mélange avec 0c.c. 1 de sédiment de sérum normal; 

b) En mélange avec 0 c.c.1 de ce méme sédiment, sauf qu'il 
a été traité par la levure; 

3° Sur des quantités croissantes de sédiment obtenu en trai- 
tant le sérum de cobaye par la levure : 

a) En mélange avec 0c. c. 05 de chainon terminal prove- 
nant de sérum normal; 

b) Avec 0 c.c. 05 de ce méme chainon, sauf qu'il a été traité 
par la levure. 

A chacune de ces préparations j’ai ajouté 1 cent. cube de 
globules de chévres sensibilisés. Leur volume était de 
BCG.) 

Le tableau 1V montre les résultats obtenus. Le sérum de 
cobaye traité par la levure est complétement inactif sur les 
globules de chévre sensibilisés, tandis que le méme sérum, 
avec l’aide du chainon central ou du chainoa terminal isolés du 
sérum normal, les hémolyse. 

Quand on ajoute aux deux fractions du sérum trailé (sédi- 
ment et liquide) les fractions complémentaires isolées du 
sérum normal (liquide et sédiment), l’hémolyse se produit, mais 
trés faiblement. 

Les deux fractions obtenues aprés traitement du sérum par 
la levure, ajoutées aux deux fractions complémentaires du 
sérum traité par la levure, ne produisent pas d’hémolyse. 

Ces recherches montrent qu’en réalité, dans le sérum de 
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cobaye traité par la levure, les deux composants sont capables 
de produire 'hémolyse, au méme titre que les composants 
isolés du sérum normal, lorsqu’on ajoute au liquide (chainon 
terminal) obtenu aux dépens de sérum de cobaye traité par ia 
levure, du sédiment de sérum normal (chainon central), et au 
sédiment provenant du sérum traité par la levure, du liquide 
de sérum normal. 

Mais, entre les deux composants isolés du sérum traité par 
la levure, et ceux isolés du sérum normal, il y a une grande 
différence, c’est que, dans le sérum de cobaye inactivé par la 
levure, le chainon central et le chainon terminal, isolés par 
précipitation par CO?, sont inefficaces en combinaisons com- 
plémentaires, tandis que, combinés avec les composants du 
sérum normal qui les complétent, ils ont une efficacité trés 
grande. 

On doit done admettre qu'un troisieme facteur inlervient 
dans Vactivité du complément et que c'est ce facteur qui 
manque non seulement dans le sérum de cobaye traité par la 
levure, mais aussi dans la globuline et l’albumine de ce sérum, 
et qui, par contre, existe aussi bien dans la globuline que dans 
Valbumine isolées du sérum normal. 

Le sérum de cobaye chauffé a 55° pendant trente minutes, donc 
incapable d’hémolyser et ne renfermant ni l'un ni I’autre des 
deux composants connus, peul cependant acliver le sérum de 
cobaye traité par la levure. 

Il contient done encore le troisiéme composant. 

Dans ces condilions, il y avait lieu de vérifier si l’efficacité 
du sérum de cobaye inactivé par le chauffage peut lui étre 
rendue par la restitution du chainon moyen ou du chainon 
terminal. 

J’ai constaté que le sérum de cobaye chauffé a 55° pendant 
une demi-heure ne peut hémolyser Jes globules de chévre 
sensibilisés, méme aprés addition du chainon central ou du 
chainon terminal isolés du sérum normal. 

La marche de I’ expérience est la suivante : des quantités crois- 
santes de sérum de cobaye sont : 

a) Chauffées & 55° pendant une demi-heure ; 

6) Additionnées de 0c. c. 05 de liquide (albumine du sérum 
normal); 
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c) Additionnées de 0c. c. 1 de sédiment (globuline du sérum 
normal). 


Tanteau V. — Hémolyse des globules de chévre sensibilisés par le sérum 
de cobaye chauffé a 55°. 


COMPOSANTS DU SERUM NORMAL DE COBAYE 
QUANTITES DE SERUM ; etab! r 
chauffé a 55° 


a) seul 5) liquide (0 c. c. 05) |e) sédiment (0 c. c. 1, 


Comme le montre le tableau V, le pouvoir hémolytique n'est 
restitué au sérum chauffé ni par le chainon central, ni par le 
chainon terminal de sérum normal. 

D'autre part, aprés avoir chauffé le sérum de cobaye normal 
a 55° pendant trente minutes, on précipite ce sérum par CO? 
pour séparer le liquide et le sédiment. J’ai cherché si ce liquide 
et ce sédiment peuvent activer le sérum traité par la levure : 

a) Le sérum traité par la levure seul; 

6) Additionné de 0c. c. 05 de liquide de sérum frais; 


Tapieau VI. — Hémolyse des globules de chévre sensibilisés par le sérum 
de cobaye traité par la levure. 


| SRT A ST RE SY TES ELT ETSY BS ANSE SE ET SSS SESS SRST 


QUANTITES b) LIQUIDE C) LIQUIDE d) SEDIMENT €) SEDIMENT 
‘egy: provenant provenant E 
ss ae @) SEUL|de sérum normal|de sérum normal pO ES ae oa pie 
rai S nih anes a Cee non chauffé chauffé a 55° 
par la levure (0 c. c. 05) (0 c. c. 05) (0 c. c. 1) (0 ce. ce. 4) 
Gee 
0,1 Nulle.|Hémol. com-|Hém. presque] Hém. presque] Assez faible. 
plete. complete. compleéte. 
0,05 Id. Id. Id. Assez faible.|Nulle. 
0,025 Id. |Hém. presque Id. Nulle. Id. 
complete. 
0,015 Id. Id. Nulle. Id. Id 
0,01 Id. |Nulle. Id. Id. Id. 
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c) Additionné de 0 c.c. 05 de liquide de sérum chauffé; 

d) Additionné de 0c. c. 1 de sédiment de sérum frais; 

e) Additionné de 0 c.c. 1 de sédiment de sérum chauffé. 

On voit dans le tableau VI que le sérum traité par la levure 
recouvre son pouvoir ,hémolytique par la restitution du liquide 
ou du sédiment a l'état frais ou chauffés & 55°. Ici, on doit 
remarquer que le liquide de sérum chauffé & 55° agit mieux 
que le sédiment de sérum chauffé & 55°. 


Tasteau VII. 


St LES DAE NE IOS 


HEMOLYSE DE GLOBULES DE CHEVRE SENSIBILISES 


é par 1 cent. cube de sérum traité par la levure additionné 
QUANTITES DE SERUM de quantités décroissantes de: 


chauffé a 55° 


a) sérum chauffé |b) sédiment du sérum] c) liquide du sérum 
a 55° chauffé a 55° chauffé 4 55° 


0,4 Hémol. complete.| Assez faible. |Hémol. compléte. 
0,05 Id. Nulle. Id. 
0,025 Id. Id. Assez faible. 
0,01 Id. Id. 
0,005 Hémolyse presque Id. Nulle. 
complete. 
00025 Nulle. Id. Id. 


a) Sérum de cobaye chauffé a 55o. 
6) Sédiment obtenu par précipitation par CO, du sérum de cobaye chauffé a 55°. 
c) Liquide obtenu par précipitation par CO, du sérum de cobaye chauffé a 55°. 


oN 


Comme le montre le tableau VII, si on ajoute 1 cent. cube de 
sérum traité par la levure 4 des quantités décroissantes de 
sérum chauffé a 55°, de sédiment et de liquide, ihémolyse com- 
pléte est produite par le sérum chauffé & 55°; le sédiment n’hé- 
molyse que faiblement ou pas du tout les globules de chévre 
sensibilisés, mais le liquide les hémolyse presque compléte- 
ment : 

a) Sérum de cobaye chauffé & 55°; 

6) Sédiment obtenu par précipitation par CO* du sérum de 
cobaye chauffé a 55°; 

c) Liquide obtenu par précipitation par CO? du sérum de 
cobaye chauffé & 55°. 
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Je conclus de ceci : 

Puisque le complément inactivé par le chauffage @ 55° et qui 
est ainsi privé de ses deux composants, chainons central et 
terminal, réussit & activer le sérum de cobaye inactivé par la 
levure, mais contenant encore le chainon central et le chainon 
terminal, on doit admettre que la réactivation du sérum traité 
par la levure, pat les composants isolés du sérum normal, n’est 
pas due au chainon central ou au chainon terminal, mais a un 
facteur thermostabile contenu dans les deux fractions, et que 
la fonction activante du sérum traité par la levure et séparé en 
ses composants par précipitation par CO’ est produite égale- 
ment par un facteur thermostabile. 

C’est pourquoi je considére comme certain que le complé- 
ment est composé : a) du chainon central; 6 du chainon ter- 
minal; ¢) dun troisitme composant qui est contenu dans le 
sérum de cobaye chauffé & 55° et qui disparait sous l’action de 
la levure. . 

Comme l’expérience le montre, quand on précipite par CO? 
le sérum chauffé, on peut retrouver le troisitme composant 
dans le sédiment de globuline ou dans le liquide. 

Il en est, tout autrement quand le sérum traité par la levure, 
et qui est activable par l’addition de sérum chauffé & 55°, est 
précipité par CO?. Car si lhypothése est juste que le sérum 
traité par la levure contient le chainon central et le chainon 
terminal, mais ne posséde pas l’agent auquel*le sérum chauffé 
a 55° doit son activité, il est & supposer que les deux compo- 
sants, isolés par précipitation carbonique du sérum traité par la 
levure, se montreront inactifs s’‘ils sont ajoutés séparément au 
sérum chaulfé & 55°. 

Kn effet l'expérience a montré que le principe contenu dans 
le sérum chauffé 4 55° ne peut activer ni le chainon central, ni 
le chainon terminal isolés du sérum traité par la levure. 

Des quantités croissantes : 

a) De sérum de cobaye traité par la levure ; 

6) De sédiment provenant de sérum traité par la levure ; 

ce) De liquide provenant de sérum traité par la levure 
sont ajoutées & 1 cent. cube de globules de chévre sensi- 


bilisés additionnés de 0c.c.4 de sérum de cobaye chauffé 
& 55°, . 
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Comme le tableau VII le montre, lorsque le sérum est traité 
par la levure et séparé en deux parties par précipitation carbo- 
nique, chacune de ces deux parties ne peut étre activée par 
addition de sérum chauffé & 55°. De ce fait, on peut conclure 
que, pour l’action du complément, en dehors du chainon cen- 
tral et du chainon terminal, un troisieme principe stabile est 
nécessaire et que les fractions globuline et albumine, désignées 
jusqu’ici comme chainon central et chainon terminal, sont 
respectivement de composition complexe, et contiennent en 
dehors du chainon central et du chainon terminal un troi- 
siéme composant. 

Par la séparation au moyen de CO? du sérum traité par la 
levure, on obtient le chainon central et le chainon terminal 
isolés & un certain degré; de plus on peut considérer que le 
sérum chauffé & 55° est privé de chainon central et de chainon 
terminal. 

Ainsi trois facteurs interviennent : 


a) Le sédiment du sérum traité par la levure et précipité 
par CO’; 

6) Le liquide du sérum traité par la levure et précipité 
par CO; 


c) Le sérum chauffé & 55°. 


Un seul de ces composants, ou deux ensemble, sont inactifs ; 
par contre, les trois combinés exercent l'action du complé- 
ment. Kt maintenant on doit se demander quel est le troisiéme 
composant. 

C’est cette recherche qui constitue le point essentiel de mon 
étude. 

Comme plusieurs de mes expériences l’ont déj& montré, le 
troisitme composant résiste au chauffage & 55°, et il est absorbé 
par la levure. De plus, ce composant ne se trouve pas dans le 
sérum frais de cheval. 

Comment se comporte ce troisitme composant qui se trouve 
dans le sérum normal de cobaye lorsque celui-ci est mis en 
contact avee des globules de cheyre sensibilisés et préalable- 
ment trailés par le sérum frais de cheval? C’est la ce que j'ai 
cherché dans l’expérience suivante, pour laquelle jai utilisé 
quatre tubes (A, B, C, D) composés ainsi qu'il suit : 
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A. Vingt-trois gouttes de globules de chévre sensibilisés, 0 ¢.c. 4 de sérum 
de cobaye chauffé A 55°, 5 c.c. 2 d'eau physiologique, 2c.c. 4 de sérum frais 
de cheval. 

Ce mélange opéré, le tube est porté a l’étuve A 37° pendant une heure, 
puis on centrifuge et on recueille le « liquide A ». 


B. Vingt-trois goultes de globules de chévre sensibilisés, 6 c. c. 9 de sérum 
frais de cheval, 16 c. c. 1 d’eau physiologique. 

Aprés avoir maintenu le mélange a 37° pendant une heure, on le centri- 
fuge et on le décante. 

Aux globules de chévre déposés, on ajoute alors 0 c.c. 4 de sérum chauffé 
de cobaye et 7c. c. 6 deau physiologique et ce nouveau mélange est porté 
a Pétuve a 37° pendant une heure, puis centrifugé. On recueille le liquide 
clair que lon verse sur vingt-trois gouttes de globules de chévre sensi- 


> 


bilisés. De ce mélange, porté a l’étuve A 37° puis centrifugé, on tire le 
« liquide B ». 


'C. Vingt-trois gouttes de globules de chévre sensibilisés, 0 c.c. 4de sérum 
de cobaye chautfé & 55°, 7 c.c. 6 d’eau physiologique. Ce mélange est porté, 
une heure durant, 4 létuve A 37°, puis centrifugé. On recueille le liquide 
clair « liquide C ». 


D. Vingt-trois gouttes de globules de chévre non sensibilisés, 0c. c. 4 de 
sérum de cobaye chauffé a 55°, 7c. c. 6 d'eau physiologique. Au bout d’une 
heure d’étuve A 37° le mélange centrifugé donne le « liquide D ». 


E. (Témoin), 0 c. c. 6 de sérum de cobaye chauffé a 55°, 5c. c.2 deau 
physiologique, 2 c.c.4 de sérum frais de cheval. Ce mélange est chauffé 
pendant trente minutes 4 55° pour que l’alexine du sérum de cheval soit 
‘ détruite. 


J'ai alors cherché si, avec Jes liquides ainsi obtenus, dési- 
enés par A. B.C.D.E., on pouvait activer le sérum traité par 
la levure, c’est-a-dire si ces liquides contenaient encore le troi- 
siéme composant. 

Or, comme le montre le tableau IX, les liquides A et B ne 
peuvent pas activer le sérum traité par la levure, tandis que C 
et D ont le pouvoir de l’activer, tout autant que le liquide 
témoin E. Ceci prouve que le troisiéme composant de I’alexine 
peut étre absorbé par les globules de chévre  sensibilisés 
lorsque ceux-ci sont chargés d’alexine de sérum de cheval 
frais. 

J’ai encore ajouté, a4 cent. cube de sérum de boeuf chauffé a 
55°, 11 cent. cubes d'eau distillée, puis précipité ce sérum dilué 
par CO? pendant cing minutes afin disoler par centrifugation 
le sédiment de globulines et le liquide. 

Une partie de ce sédiment est déposé dans 1 cent. cube d’eau 
physiologique (G,1,A). L’autre partie du sédiment est traitée 
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TasLeau IX. 


SeRUM DE COBAYE! | tgurpe | LIQUIDE LIQUIDE LIQUIDE LIQUIDE 
traité par la leyure n B a D E 
G5, (oh il 
ASS Nullé. | Nulle. |Hémol. com-|Hémol. com-|Hémol. com 
plete. plete. plete. 

1,0 Id. Id. Id. Id. Id. 

0;75 Id. Id. Id. Id. Id. 

0,5 Id. Id. |Hém. faible./[ém. presque|Assez faible. 

compléte. 
0,25 Id. Id. |Nulle. Assez faible.|Nulle. 


On centrifuge les 4 tubes A, B, C, D, 
contenant respectivement : 


A. XXIII gouttes de globules de chévre 
sensibilisés. 
+0 c. c.4 de sérum de cobaye neuf 
chauffé a 55°. 
+5 c. c. 2 d’eau physiologique. 
+2c.c. 4 d’alexine de cheval. 


Aprés une heure 4 37° on centrifuge 
| 
‘Y 
Liquide 
| 


XNIII gouttes dé globules de chévre sensib. 
| 


Aprés une heure a 37° 
NG 
On centrifuge 
| 
Y 
On obtient un liquide (Liguipr A). 


B. XXIII gouttes de globules de chavre 
sensibilisés préalablement mis en con- 
tact pendant une heure a la tempéra- 
ture ordinaire, avec 6c. c. 9 desérum 
frais de cheval et 16 c. c. 1 d’eau phy- 
siologique. 


| 


On centrifuge 


| 


Y 


On obtient le SipimentT 
Le sédiment. 


) + 0 c.c. 4de sérum de cobaye neuf 455°, 


+ 7c. c. 6 d’eau physiologique. 


Aprés une heure & 37° on centrifuge 


| 


J 
On obtient un LigurpE 
§ Ce liquide 
( + XXIII gouttes de glob. de chévre sensib. 


Aprés une heure a 37° 
On obtient un LiqguipE 
(LiguipE B). 


C. XXIII gotiltes de globules de chévre 


sensibilisés 
+ 0c. c. 4desérum de cobayeneuf a 55°. 
+ 7c. ce. 6 d'eau physiologique. 
Aprés une heure 


\ 


On centrifuge 


On obtient un liquide 
(LiguipE C). 


D. XXIII gouttes de glob. de chévre neufs. 
+ 0c.c.04 de sérum de cohaye neuf a55°. 
+ 7c. c. 6 deau physiologique. 
Aprés une heure a 37° on centrifuge 


On obtient un liquide 
(Liquipe D). 


E (témoin). 
-+ 0c. c. 4 de sérum de cobaye neuf 55°. 
{+ 5e.c.2 dean physiologique, 
+2c.c.4 de cheval. 
On chauffe 30 minutés & 55° pour détruire 
Valexine. 
| 
y 


(Liquide E). 
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par la levure aprés avoir été portée & l’étuve & 37° pendant 
une heure. Le liquide clair obtenu par la centrifugation est 
recueilli (G,1,B). 

J’ai alors cherché comment (G,1,A) et (G,1,B) peuvent agir 
sur des globules de chévre sensibilisés chargés de sérum frais 
de cheval. Comme le montre le tableau XI (G,I,A), produit la 
conglutination des globules de chévre sensibilisés et ne parait 
pas les hémolyser. Par contre (G,1,B) n’a pas le pouvoir de 
déterminer leur conglutination apparente. 

Enfin, j’ai cherché quelle action le liquide obtenu peut 
exercer sur les globules de chévre sensibilisés et traités par le 
sérum frais de cheval. 


TanLeau X. 


A SER DO LEE SEER SL EOE AE ELLE E CEEOL DALE SLI LA IAAL SIO AR LEE ALE ELE TAA A ATTA 


BAU SERUM GLOBULES RESULTAT 
physiologique | de cheval frais pa ces aprés Meer ig 

Cc. C. c. ¢c c.c 

0,85 0,15 0,1 1 goutte Hém. complete. 

Id. Id. 0,05 Id. Id. 

Id. Id 0,025 Id. Id 

Id. Id 0,01 Id. Faible. 

Id. Gls 6,005 Id. Trés faible. 

Id. Id 00025 Id. Nulle. 

Id. 0,3 » Id. Id. 

Id. » 0,2 Id. Id. 


Comme il est exposé au tableau X, ce liquide est capable de 
dissoudre de tels globules de chévre. 

De ces expériences on peut fermement conclure que, lors- 
qu'on traite le sérum de beuf chauffé par précipitation par CO?, 
la conglutinine se trouve dans le sédiment de globulines et le 
pouvoir auxilytique dans le liquide. 

Bordet et Streng ont vu que, quand on dialyse le sérum de 
beuf chauffé & 55°, le pouvoir auxilytique reste dans le liquide, 
tandis que la conglutinine se trouve dans le sédiment de 
globules. 

(Grengou a aussi démontré que lorsqu’on dialyse du sérum 
de cobaye chauffé & 55°, ou lorsqu’on fait passer un courant de 
C02, le pouvoir auxilytique se trouve toujours dans le liquide, 
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GLOBULES RESULTAT 
de chévre aprés 30 minutes 
sensibilisés woe 


EAU SERUM 
physiologique | de cheval frais 


ee 


1 goulte Conglutination. 
Id. Id. 
Id. Id. 
Id. Id. 
Id. Id. 
Id. Id. 
Id. Faible. 
Id. Nulle. 
Id. Nulle. 


Seocoeorwe 
SeoFnNR Se £ 
oe 


bo oe 
or 


GLOBULES RESULTAT 
de chévre aprés 30 minutes 
seasibilisés Byeye 


SERUM 
physiologique | de chevai frais 


1 goutte Nulle. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
Id. 
ld. 


Les résultats obtenus par ces auteurs viennent corroborer 
les miens, & savoir que, lorsqu’on isole par précipitation carbo- 
nique du sérum de cobaye chauffé & 55°, le troisieme composant 
se trouve en grande parlie dans le liquide, qui est capable 
d’activer le sérum inactivé par la levure. 

Bordet et Streng ont vu aussi que, lorsqu'une quantité 
suffisante de globules de cobaye, traités préalablement par 
lalexine de cheval, est mise en contact avec du sérum de beuf, 
ce dernier perd son pouvoir auxilytique, mais la conglutinine 
du sérum de boeuf se conserve lorsqu’on met en contact avec 
lui des globules de cobaye, normaux ou sensibilisés, traités 
auparavant par du sérum de cheval chauffé a 55°. 

Gengou a trouvé que le pouvoir auxilytique du sérum de 
cobaye se comporte de la méme facon, c’est-a-dire que, lorsque 


ml 
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le sérum de cobaye est mis en contact avec des globules de 
chévre, frais ou sensibilisés, le sérum conserve son pouvoir 
anmilenane tandis qu’il le wer lorsque les globules de chévre 
ont été préalablement traités par Valexine de cheval. 

Le troisitme composant que j’ai trouvé par de nombreuses 
recherches me parait étre identique & ce que Gengou appelle 
« pouvoir auxilytique ». 

L’association qui Joue le réle nécessaire dans I'hémolyse est 
formée du chainon central, du chainon terminal et du pouvoir 
auxilytique. 

Il convient d’admettre en conséquence que le venin de cobra 
étudié par d'autres auteurs ne peut détruire que le pouvoir 
‘auxilytique du sérum, mais respecte le chainon central et le 
chainon terminal : le sérum inactivé par le venin de cobra 
n/a plus le pouvoir de produire l’hémolyse ni la conglutination 
des globules de cobaye, méme quand on lui ajoute du sérum 
de cheval. 

On voit que le venin de cobra absorbe complétement le pou- 
voir auxilytique et la conglutinine du sérum de boeuf. 

Je crois que l’action du venin de cobra sur le sérum de 
cobaye fait disparaitre le constituant qui, d’autre part, est 
absorbable par la levure. 


’ CONCLUSIONS. 


Le sérum de cobaye que lon a trailé par la levure (ou le 
venin de cobra) est incapable de dissoudre les globules de 
chévre chargés d’alexine de cheval, mais ce sérum inactivé 
peut élre réactivé, non seulement par addition du chainon 
central et du chainon terminal du sérum normal de cobaye, 
mais aussi par addition du sérum de cobaye chauffé a 55° 
pendant une demi-heure. Ce dernier ne contient cependant ni 
chainon central, ni chainon terminal. 

Lorsque du sérum inactivé par la Jevure ou le venin de 
cobra redevient actif par addition des composants provenanl 
du sérum normal, cette restitution du pouvoir hémolytique est 
due non pas a la teneur de ces composants en chainon central 
et chainon terminal, mais a un facteur relativement thermo- 
stabile, résistant & 55°, contenu dans chaque fraction. Les 
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fractions globuline et albumine, obtenues par précipitation du 
sérum de cobaye inactivé par la levure ou le venin de cobra, 
se comportent comme le chainon central et le chainon ter- 
minal normaux, sauf que leur réunion ne suffit pas a provo- 
quer Vhémolyse, puisqu’ils ne contiennent pas le facteur ther- 
mostabile. 

Le principe thermostabile se trouve dans le liquide lorsqu’on 
opere la précipitation par CO*. Il est clair que ce principe se 
trouve dans le sérum inactivé par le chauffage a 55°, qu'il perd 
son action par la levure et le venin de cobra et que, dans 
Vaction du complément, il joue un grand rdle. 

Altman a indiqué que dans le sérum de lapin normal se 
trouve une substance qui accélére |’hémolyse, que cette sub- 
stance est fixée par les globules de chévre sensibilisés et qu'elle 
est semblable a la « substance immunisante » décrite par 
Friedberger et Moreschi. 

J’ai montré : 

I° Que le troisieme composant n'est pas fixé par les globules 
de chévre sensibilisés; que, done, il nest pas analogue aux 
substances décrites par Altman, Friedberger et Moreschi; 

2° Que le troisitme composant se trouve encore dans le 
sérum de beeuf chauffé a 55°, tandis quil manque dans le 
sérum frais de cheval. 

Des recherches et des résultals exposés ci-dessus, je conclus 
fermement a lidentité du troisieme composant et du pouvoir 
auxilytique. 


(Travail de l'Institut Pasteur de Bruxelles.) 


CONTRIBUTION 
A LVETUDE DE LA FERMENTATION LACTIQUE 


ET DES PROPRIETES DES MICROBES 


par Aueusre LUMIERE. 


Si lon cherche & découvrir les lois qui régissent certains 
phénoménes se rapportant aux manifestations vitales, tels que 
Vhérédité, Vadaptation au milieu, la transmission des carac- 
teres acquis, l’accoutumance aux poisons, l'anaphylaxie, etc..., 
lexpérimentation est longue et délicate quand on s’adresse aux 
animaux supérieurs a cause de la complexité de leur organisa- 
tion et de la lenteur avec laquelle ces phénoménes se déroulent 
chez eux. 

Ces investigations sont grandement facilitées si ]’on prend 
pour sujets d’expérience les étres les plus simples, comme les 
microbes, dont les générations se succédent souvent 4 quelques 
heures d’intervalle et dont les conditions d’existence dépendent 
dun nombre minimum de facteurs. 

C’est pourquoi certains biologistes, notamment le professeur 
Ch. Richet et ses éléves, ont eu recours au bacille lactique 
pour étudier les grands problémes auxquels nous venons de 
faire allusion. 

Le choix de ce micro-organisme est parliculierement judi- 
cleux parce que, en végétant dans des milieux lactosés conve- 
nables, il transforme la matiére sucrée en acide lactique, en 
sorte que le dosage de l’acidité des bouillons de culture permet 
d’apprécier l’activité de la pullulation bactérienne. 

Un simple titrage acidimétrique donne done une notion 
assez nette de la vilalité du protophyte dans le milieu consi- 
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A. — Variabilité dans la fermentation lactique. 
Considérations générales. 


L’expérimentation sur ces bases parait done trés aisée, mais 
encore faut-il qu’elle ne comporte pas de causes d'erreurs nola- 
bles. Pour qu'une méthode soit acceptable, il faut qu’en se 
placant dans des conditions expérimentales identiques, elle 
fournisse toujours les mémes résultats. 

Or, les travaux antérieurs sur la fermentation lactique ne 
nous montrent nullement cette constance des résultats ; bien 
au contraire les irrégularités de la fermentation ont été obser- 
vées par tous les auteurs qui les ont attribuées, en fin de 
compte, & une propriété des micro-organismes, alors qu’elles 
sont dues au manque de précision de la technique, ainsi que 
nous nous proposons de le démontrer. 

Dans son Traité de microhiwlogie, E. Duclaux écrivait en 1901 : 
« La fermentation Jactique est peu connue et, par la méme, 
« oblige a plus de détails dans son étude. Ces détails sont telle- 
« ment nombreux qu'il faudrait un volume comme celui-ci 
« pour les résumer tous et qu’au bout de cette étude, on ne 
« trouverait que du regret de l’avoir faite (1). » 

Depuis cette Gpoque, les investigalions ultérieures, sur le 
méme sujet, ont-elles été poursuivies avec une rigueur scien- 
tifique qui nous autorise a revenir sur lappréciation de 
Duclaux? 

Nous n’osons point l’affirmer. 

Il y a lieu d’étre frappé, en effet, des variations parfois 
importantes que les bactériologistes ont continué & relever dans 
les fermentations effectuées suivant des techniques qu’ils 
croyaient cependant identiques. 

Cest ainsi que dans une étude sur l’adaptation des microbes 
au milieu, opérant sur du lait de vache additionné de son 
volume d’eau, réparti également dans une série de ballons 
ensemencés de la méme maniére, mis a l’étuve a la méme tem- 
pérature et pendant le méme temps, Ch. Richet (2) trouve, 


(1) E. Ductaux. Traité de microbiologie, 4, p. 311, Paris, Masson, 1901. 


(2) Cu. Ricner, Adaptation des microbes (ferment lactique) au milieu. Ces 
Annales, 1915, p. 29-54, 
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pour les 15 tubes témoins de l'un de ses essuais (p. 49), les 
acidités représentées par les nombres suivants : 53, 50, 93, 90, 
77, 112, 64, 68, 88, 12, 80, 76, 74. 

Toutes condilions paraissant égales, nous conslatons que la 
fermentation a été prés de 10 fois plus active dans l'un des 
tubes témoins (142) que dans celui ot la végétation s’est 
trouvée réduile au minimum (12). 

L’irrégularité de la fermentation, dans d’autres séries d’essais 
du méme mémoire, sans étre aussi considérable que celle de 
l'exemple que nous venons de citer, est cependant si grande 
qu il nous sembte difficile de tabler sur ces résultats. 

Voici d’ailleurs quelques-uns des nombres représentant les 
acidités trouvées pour les cultures témoins, dans d’aulres 
expériences : 

(Essai p. 45) 93, 82, 100, 112, 79, 84, 87, 90, 92, 93, 97, 82, 95, 
93; acidités extrémes : 79-112. 

(Essai p. 47) 85, 58, 86, 96, 96, 87, 62, 97, 57, 72, 92, 90; 
acidités extrémes : 57-97, 

(Essai p. 46) 127, 70, 48, 70, 78, 90, 88, 85, 100, 73, 91, 
82, 75, 82, 30; acidités extrémes : 127-30. 

En présence de ces énormes variations, les expérimentalteurs 
se sont trouvés dans l’obligation de baser leurs conclusions en 
raisonnant sur des moyennes. 

Or cette facon de procéder n'est pas, a notre sens, exemple 
de crilique. 

Si, eneffet, une expérience comporte des éléments de pertur- 
bation qui échappent 4 l’opérateur, il n'est pas possible 
d’affirmer que ces causes d’erreur ne jouent pas, & un moment 
donné, le role prépondérant dans les résultats enregistrés. 

C’est précisément ce qui semble s’étre produit & l'occasion 
d’une autre étude du méme auteur (1). Nous voulons parler 
dun phénoméne attribué par Ch. Richet & des mutations 
brusques dans les propriétés du bacille lactique. 

« Soit, écrit-il, une solution d’azotate de thallium, de sul- 
« fate de cuivre ou surtout d'arséniate de potasse, assez toxique 
« pour gue le ferment ne végéte qu’imparfaitement, 40 p. 100, 


(1) Cu. Ricuer, La fermentation lactique et les sels de thallium. Etude sur 
Yhérédité. Ces Annales, février 1917. 
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« par exemple, de l’activité du témoin. Si lon a ensemencé, 
« avec le méme ferment non habitué, un certain nombre de 
« tubes, il s’en trouvera dans le nombre un ou deux qui auront 
« végété avec une trés grande intensité, de maniére & atteindre 
« une acidité de 200 et méme 300. Cela signifie que le ferment, 
« sous des influences que nous ignorons, s'est tout d’un coup 
« habitué dans tel ou tel tube de fermentation et a subi la une 
« mutation brusque. » 

Remarquons tout d’abord que la variation d’acidité de 40 a 
200 ou 300, relevée pour quelques tubes, n'est pas plus considé- 
rable que celle que l’on observe, sans qu'on sache pourquoi, 
dans certaines cultures témoins des expériences du méme 


~ 


auleur. 

On peut donc tout aussi bien prétendre que ces anomalies 
sont dues non pas au fait que te microbe s'est habitué a l’anti- 
septique, mais qu'il a subi l’influence des causes inconnues 
qui interviennent de la méme maniére, d’autre part, en 
dehors de l’action de tout antiseptique et qu’il conviendrait de 
rechercher. 

Sil s’agissait d’accoutumance et de mutation brusque, 
comment pourrait-il se faire que ces propriétés ne subsistent 
plus dans les souches successives issues des cultures ainsi 
mutées? Pendant vingt jours, Ch. Richet procéde a l’ensemen- 
cement du ferment lactique sur un milieu renfermant 
4 gramme par litre de nitrate de thallium : l’acidité varie de 
100 160 dans les dix premiers jours des cultures en série, puis, 
subitement, le onziéme jour, celle acidité passe & 370 pour 
retomber le lendemain vers 200, avec une moyenne de 180 
pour les jours suivants. La masse des microbes se serait done 
accoutumée au toxique pendant vingt-quatre heures et se 
serait ensuite désaccoutumeée. 

Pour nous, cet accroissement subit dans la _prolifération 
microbienne n’a rien de commun avec le phénoméne que les 
biologistes désignent sous le nom de mutation brusque, car il 
n’en a aucun des caractéres. 

La mutation brusque est un fait d’une extraordinaire rareté; 
dans les sitcles passés, c’est & peine si l'on en rencontre 
quelques exemples : le fraisier monophylle de Duchesne, le 
mouton ancon, le mérinos de Mauchamp, la chélidoine a feuille 
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lacinée, etc..... Quand la transformation se produit, elle porte 
sur un individu unique et les tentatives expérimentales faites 
en modifiant profondément le milieu ambiant me parviennent 
pas & reproduire ces modifications exceptionnelles. 

Dans les véritables mutations brusques, les caracléres nou- 
veaux acquiérent la fixité qu’on remarque chez toutes les especes 
ou les races connues; si ces caracléres, chez les descendants 
des individus mutés, se perdent,c’est par suite de la conjugatson 
du type néoformé avec des sujets appartenant aux races voi- 
sines normales. La mutation brusque vraie, chez le microbe, 
qui se reproduit par scissiparité, sans fécondation par d'autres 
individus, devrait comporter la permanence du caractére qui 
a surgi accidentellement. 

Rien de semblable dans les pseudo-mutations brusques de 
Richet. L’augmentation soudaine de l’acidité des cultures ne 
peut @tre le fait d’un seul microbe. Il est de toute nécessité 
qu'un grand nombre de bacilies se mettent subitement a 
proliférer pour la produire; it faudrait donc alors que la muta- 
tion brusque portat sur la plupart des inicro-organismes de la 
culture; la fréquence du phénoméne, la perte en vingt-quatre 
heures de la faculté proliférative acquise, sont autant d’argu- 
ments qui s’opposent a ce que nous puissions considérer 
Vanomalie comme dépendant d’une mutation brusque. 

Le probleme de la variabilité dans la fermentation lactique 
a été repris, en 1919, par Cardot et Richet (4). 

Ces biologistes font observer une fois de plus que « lorsqu’ on 
« répartit, par quantités égales, dans une série de tubes sem- 
« blables, toutes canaiedie d’ensemencement et de tempéra- 
« ture étant aussi identiques que possible, le méme liquide 
« de culture et que lon délermine, au bout du méme temps, 
« Tactivité de la fermentation dans ces différents tubes, on 
« constate toujours entre ceux-ci des différences plus ou moins 
« marquées. Les irrégularités sont toujours beaucoup plus 
« grandes dans un hed de culture additionné d’une substance 
« toxique que dans un milieu normal ». | 

Ne considérons pour Instant que les variations relevées 


(1) Herry Caroor et Cu. Ricaer, Hérédité, accoulumance et variabilité dans, 
la fermentation lactique. Ces Annales, 1919, p. 515-6415. 
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par Cardot et Richet dans les tubes lémoins préparés de la 
méme maniére avec le milieu normal (chaque experience 
comportant 10 tubes témoins). Ces variations sont indiquées 


dans le tableau suivant : 


NUMERO 


des expériences 


Lee paa te, Teo eo 


ACIDITE 


minimum 


16,2 
16,6 
15,8 
20,2 
19,8 
16,6 
17,8 
44,7 
21,1 
18,6 


ACIDITE 


maximum 


cw ke 


ECART 


maximum 


VALEUR 


de l’écart p. 100 
par rapportautube 
a acidité minimum 


37 
26 
49 
12 
23 
33 
23 
29 
29 
28 


En comparant ces résultats & ceux des premiéres expériences 
de Ch. Richet, nous constatons quils sont beaucoup plus 


réguliers. 


L’écart dans les titrages, pour une méme série de cultures 
témoins, ne dépasse pas 39 p. 100 de la dose d’acide contenue 
dans le tube de celte série ot la fermentation a été le moins 
active, alors que, dans les essais antérieurs, l’acidité de certains 
échantillons était double, triple, quadruple et méme, dans un 
cas, presque décuple de celle du milieu ayant le moins fermenté. 

Nous nous sommes demandé pourquoi la fermentation était 
ainsi devenue plus régulitre dans les expériences de Cardot et 
Richet. Les propriétés générales des microbes n’ayant point 
changé pendant ce temps, il faut donc supposer que la plus 
grande constance dans les effets doit étre attribuée a une plus 
grande précision dans la technique. 

Crest effectivement ce que l’on remarque dans ce dernier 
travail : les auteurs ont remplacé le lait par le petit-lait, ils 
ont ainsi évité les irrégularités provenant de la coagulation de 
la caséine qui détruit homogénéité du milieu, le coagulum 
enrobant une partie des micro-organismes en paralysant leurs 
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échanges; ils ont substitué l'ensemencement par goultes a 
lensemencement au fil de platine, de sorte que le nombre de 
germes introduits dans chaque tube s’est trouvé ainsi plus 
uniforme; ils ont enfin pris différentes précautions pour assurer 
l'égale répartition des bouillons dans les tubes, ainsi que la 
constance de quelques autres détails de la technique. 

Malgré ces améliorations, nous avons vu que des variations 
assez importantes subsislent encore quand on passe d’un 
témoin a l’autre, dont le traitement parait cependant avoir 
été semblable. 

Ces variations’ augmentent considérablement quand on 
additionne les ani itis: de certains cage Mtoe, 

_ Cardot et Richet estiment « qu’il n’est pas possible de relier 
« directement ce phénoméne de lJirrégularité & une cause 
« chimique ou physique; on doit probablement lui reconnaitre 
« pour cause une variable résistance des individus microbiens 
« d'une méme culture vis-a-vis des toxiques, résistance qui, 
« par conséquent, est en liaison avec les phénoménes d’accou- 
« tumance ». 

Celte hypothése ne nous donne point satisfaction, car nous 
ne comprenons pas pourquoi, partant d’une culture bien 
homogéne composée d’innombrables individus issus d'une 
méme souche et prélevant, au hasard, quelques millions de 
ces microbes pour les répartir dans le méme milieu, ces diffé- 
rents lots de micro-organismes n’auraient pas sensiblement les 
mémes propriétés dans tous les tubes ot ils sont également 
distribués. D’autre part, les améliorations dans la technique 
ayant amené une régularité beaucoup plus grande dans les 
dosages, ne peut-on rationnellement supposer que les variations 
qui subsistent encore proviennent de ce que le fonctionne- 
ment de la méthode n’a pas 6lé poussé assez loin? 

Dans leurs conclusions, les auteurs précités considérent 
comme trés faibles les irrégularités de la fermentation pour les 
cultures sur milieu normal; or, elles sont cependant notables 
puisque les écarts de dosage dans les tubes témoins attei- 
gnent 12, 19, 23, 26, 28, 29, 33, 37 et méme 39 p. 100 de 
lacidilé trouvée dans les cultures de chaque série qui ont le 
moins végété. 

Nous allons d’abord rechercher lorigine de ces variations. 


2) 
Pe) 
ii 
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B. — Causes de la variabilité de la fermentation 
dans les milieux normaux. 


Pour déterminer ces causes, nous devoms envisager succes- 
sivement tous les facteurs du probléme avec leurs valeurs 
relatives et préciser les précautions qu'il convient de prendre 
pour assurer la constance de tous les éléments des expériences. 

Les causes d’erreur principales peuvent provenir du manque 
@homogénéité du milieu de culture, de la mesure incorrecte 
des volumes, des différences dans la forme ou la réaction 
propre des récipients, de lirrégularité du nombre de germes 
introduifs dans les tubes, du manque d’uniformité dans le 


chauffage ou l’agitation des cultures et enfin d’un procédé de 
titrage détecltueux. 


1° Milieu de culture. 


Nous avons éliminé le lait parce que la coagulation de la 

caséine, au cours de la fermentation, ne permet pas de con- 
server l’égale réparlition des germes en tous les points de la 
culture, pendant toute la durée de l’expérience. 
- Pour avoir une idée de Vimporlance des variations qui 
surviennent d’un tube a l’autre dans la production de l’acide 
laclique quand on emploie un milieu coagulable, nous avons 
eu recours au mélange par parties égales de lait et d’eau addi- 
tionné de 30 p. 100 de lactose en prenant, d autre part, toutes 
les précautions que seront indiquées plus loin pour assurer 
lidentité des conditions de la fermentation; sur 50 tubes traités 
de la méme maniére, nous avons oblenu les résultats suivants 
apres seize heures de séjour a I’étuve a 38°. 


6,3 


5.8 3,6 3,5 3,4 
6 5,8 5,6 5,5 3,3 
3,9 5,7 5,6 3,5 3,3 
5,9 3,7 3,6 3,4 3,2 
5,9 3,7 5,6 5,4 54 
5,8 5.6 3,6 3,4 4,9 
3,8 5,6 3,3 3,4 4,8 
5,8 5,6 3,3 3,4 4,7 
5.8 3,6 3,5 3yk 49 
3.8 46 3,3 By4 4,3 


S 
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L’écart maximum est de 6,3 — 4,5—=1,8représentant 33 p. 100 
de variation par rapport au dosage moyen. 

Pour montrer que c’est bien la coagulation qui est la cause 
de lirrégularité, nous avons répété la méme expérience, mais 
en agitant les cultures toutes les deux heures. Les chiffres des 
titrages ont oscillé dans cet essai de 6,7 4 6,4 avec un écart 
maximum de 0,3, ne représentant plus que 4,5 p. 100 
de variation. . 

L’inconvénient de la coagulation est supprimé avec le petit- 
lait lactosé, mais ce milieu est pauvre en protéines et il ne 
permet pas a Ja prolifération microbienne de s’effectuer avec 
une intensité suffisante; aussi avons-nous été amené a con- 
‘stituer un milieu plus favorable & la végétation, en ajoutant 
au petit-lait lactosé un quart de son volume de bouillon 
peptoné. 

Avec une telle préparation, il ne se produit plus de flocu- 
lation pendant le développement microbien, la masse culturale 
demeure homogéne et la fermentation se poursuit réguliére- 
ment. 


2° Mesure des volumes. 


Dans les travaux de Cardot et Richet, nous constatons que 
les précaulions convenables avaient déja été prises pour que la 
quantité de bouillon distribuée dans les tubes fat égale. 

Il nous a néanmoins paru intéressant de déterminer limpor- 
tance des erreurs provenant des différences dans la mesure des 
volumes de bouillon et, pour cela, nous avons pris des réci- 
pients cylindriques identiques, de facon & avoir toujours la 
méme surface de contact de la culture avec l’air. Toutes les 


5 


CONTENANCE CENTIMETRES CUBES DIFFERENCE 
de KOH par dentimétre cube 

des tubes a 2p. 1.000 pour saturer de bouillon 

10 14 » 

A 11,8 4 9,8 

12 12,8 +4 

13 13,7 +.0,9 

44 14,6 + 0,9 

hs) 45,5 +0,9 


976 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


conditions étant rigoureusement les mémes d’autre part, nous 
avons fait varier seulement le volume du milieu de culture en 
introduisant dans. les séries de 10 tubes respectivement 40, 11, 
12, 13, 14 et 15 cent. cubes de notre mélange petit-lait lactosé- 
bouillon peptoné. 

Apres vingt-quatre heures d’étuve, les dosages ont donné les 
acidilés indiquées dans le tableau ci-dessus. 

Supposant que l’épuisement du milieu en matériaux trans- 
formables en acide laclique avait peut-¢tre été poussé un peu 
loin dans cet essai, nous l’avons répété en ne Jaissant les 
cultures que 15 heures & l’étuve. Nous avons alors obtenu 
les résullats ci-dessous : 


CONTENANGE | ACIDITE DIE ERENCE 
| en cenlinvélres cubes par cenlimétre cube 
des tubes de KOH a 2p. 1 C00 tle bout lon 
10 4,5 » 
\1 5 2 (ha, 
42 5,5 710.5 
13 6 +03 
1% 6,5 + 0,5 
15 6,9 + 0,4 


Les dix tubes de chaque séric ayant donné exactement les 
mémes titrages & 1/10 de cent. cube prés, on voit que effet 
de Vaugmentation du volume de bouillon est dune grande 
conslance, dans les limites de notre expérience. 

Nous en concluons qu’une erreur de 4/10 de cent. cube 
dans la mesure du bouillon se traduit par une dillérence dans 
le dosage de 0 c.c. 05 4 0,09 de KOH a 2 p. 1.000 suivant la 
durée de 1a fermentation. 

Si la précision dans la mesure des volumes de milieu de 
culture est importante, elle est plus nécessaire encore quand 
il s’'agit de doser Vacidité par la liqueur polassique et il ya 
lieu de se méfier de la graduation des burettes qui servent aux 
titrages. De ce point de vue, les appareils du commerce sont, 
en général, défectueux; aussi est-il indispensable de ramener 
toujours el pour chaque tube la solution de potasse au méme 
niveau dans la bure!te avant de commencer un dosage. 


aes 
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3° Forme et réaction propre des récipients. 


Si l'on répartit le méme volume de milieu de culture dans 
des ballons, d’une part, et dans des tubes, d’autre part, de facon 
que la surface de contact du bouillon avec lair soit beaucoup 
plus grande dans le premier cas que dans le second, sans 
apporter aucun changement aux autres conditions expérimen- 
tales, on trouve, apres le méme temps de fermentation 
(16 heures), que l’acidité est un peu moindre dans les ballons 
(3,5) que dans les tubes (3,9). 

La différence (0,4) représente une variation approximative 

de.10 p. 100. 
- Dans un autre essai comparatif analogue, mais en prolon- 
geant la fermentation pendant vingt-cing heures, nous avons 
obtenu une acidilé de 10,5 dans tous nos ballons alors que tous 
les tubes ont donné 11, ne correspondant plus qu’a 5 p. 100 de 
variation. 

Il y a done nécessité d’utiliser des récipients de méme forme 
comme l’avait d/ailleurs déja signalé Ch. Richet. 

Il est une cause d’erreur, inhérente aux récipients, que nous 
avons eu quelque peine a découvrir. Aprés avoir précisé tous 
les points de la technique, suivant les indications que nous 
avons données plus haut et celles que l’on trouvera plus loin, 
il nous arrivait de rencontrer parfois, dans de grandes séries 
de culture, quelques tubes dans lesquels l'acidilé s’écartait 
légerement de celle que l’on trouvait dans la grande majorité 
des autres tubes. C’est ainsi, par exemple, que dans un essai 
portant sur 100 cultures, ftraitées exactement de la méme 
facon, 87 d’entre eux présentaient une acidité de 1,85, alors 
que celle des 13 autres variait entre 1,8 et 1,95. Nous avons 
fini par nous apercevoir que ces différences 6laient dues a Ja 
réaction du verre des tubes.. 

Dans les laboratoires, les récipients sont souvent lavés au 
carbonate de soude et il arrive que plusieurs rincages suc- 
cessifs ne parviennent pas 4 entrainer complétement la sub- 
stance alcaline qui est, en quelque sorte, adsorbée par la paroi 
de ces récipients. : 

A partir du moment ou nous avons traité tous nos tubes par 
l’acide chlorhydrique 4 25 p. 100 et ot nous les avons séchés 
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 l'étuve, apres plusieurs lavages, dont le dernier a l'eau dis- 
lillée, ces irrégularités ont complétement disparu. 

Il semblerait, @ priori, que la proportion de substance alca- 
line apporiée dans la culture par le récipient ne puisse donner 
liew & des erreurs bien appréciables; cette propertion est, en 
effet. toujours trés minime, mais elle joue, en réalité, un réle 
appréciable en modifiant la réaction initiale du bouillon parce 
que, au voisinage de la neutralité, la fermentation est 4 ‘son 
début nettement influencée par cette réaction. Si le milieu est 
alealin, la prolifération microbienne est notablement retardée. 


4 Irréegularités provenant de l’ensemencement. 


Linfluence du nombre de germes intreduits dans le milieu 
de culture au moment de Tensemencement a déja été anté- 
rieurement étudiée ; nos expériences personnelles confirment 
cette notion connue, que plus le nombre de microbes est grand, 
plus la transformation du lactose en acide lactique est hative et 
rapide. West surtout au début de la fermentation que le réle de 
la richesse de l'ensemencement se fait le plus sentir. 

Cette considération condamne lemploi du fil de platine 
comme moyen de transport des microbes de la culture mére 
dans les bouillons qui doivent étre ensemencés. 

L’expérimentation que nous avons poursuivie, en vue de 
déterminer la valeur de lerreur qu'on peut commettre en pra- 
tiquant lensemencement a l’anse de platine, nous a montré 
qu il etait difficile, quel que seit le soin avec lequel on opere, 
de réduire cette erreur au-dessous de 30 p. 100. 

Il faut done recourir au procédé & la goutte, mais encore 
est-il nécessaire de partir d'une culture bien homogeéne, diluée, 
d'ensemencer avee un certain nombre de gouttes (10 par exem- 
ple) en réalisant l’égalité aussi eompléte que possible de ces 
gouttes. 

A cet effet, le bout inférieur de la pipette qui distribue la 
culture doit étre parfaitement cylindrique dans sa portion exté- 
rieure et les gouttes doivent s’écouler a intervalle régulier. 

C'est grace & lobseryation de ces minutieux détails que nous 


x 


sommes parvenus & obtenir la régularité complete de nos fer- 
mentations. 


‘A sat nlite is lis anh ei 
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5° Autres causes d’erreur. 


Les autres facteurs du probleme susceptibles d'apporter des 
perturbations dans les expériences ont été étudiés avant nous 
avec une suffisante précision. Pour le chauffage a |étuve, il 
nest méme pas nécessaire, ainsi qu'on !’a recommandé, d’im- 
merger tous les tubes dans un récipient renfermant de lean, 
de facon & assurer une égalité plus parfaite du chauffage de 
toutes les cultures; lorsqu’on utilise du moins, comme nous, 
une chambre étuve convenablement construite, cetle précau- 
tion est superflue. 

Si l’agitation influe nettement sur le développement bacté- 
rien quand le milieu est coagulable, elle entraine des varia- 
tions beaucoup moindres dans le milieu homogéne gue nous 
employons. I] est bon néanmoins de ne pas soumettre les cul- 
tures 4 des régimes différents, en ce qui regarde leur agitation. 
On agile fortement une seule fois aprés lensemencement pour 
bien mélanger uniformément les germes au bouillon, puis on 
laisse ensuite la culture au repos pendant toute la durée du 
séjour a l’éluve. 

L’ensemencement de tous les tubes d’un méme essai doit se 
faire dans un temps relativement court, surtout si la tempéra- 
ture du laboratoire est élevée; on doit pouvoir considérer que 
la fermentation commence pratiquement dans tous les tubes 
en méme temps. De méme, pour tous ces tubes, la fermentation 
doit étre arrétée au méme instant et il suffit pour cela de les 
plonger dans ]’eau bouillante pendant quelques minutes. 

Le dosage & la phénolphtaléine peut étre utilisé sans incon- 
vénient, malgré la sensibilité de ce réactif a l’acide carbonique ; 
nous n’avons pas trouvé d’avantages 4 lui substituer les autres 
indicateurs colorés, ni méme le procédé acidimétrique basé sur 
le titrage d’iode auquel nous avions eu recours avec succes 


4 


dans nos travaux sur le dosage de | alcalinité du sang (1). 


ACIDIFICATION DES MILIEUX DE CULTURE INDEPENDANTE DE LA FER- 
MENTATION. — Le pelit-lait lactosé additionné ou non de bouil- 


(1) Avcuste Lumire, Louis Lumiere et Henri Baneigr, Sur le titrage de lalca- 
linité du sang. Archives de méd. expérim. et d’anat. pathol., novembre 1991, 
P. GIL G18. ' 
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lon peptond, étant neutralisé aussi exactement que possible, esc 
le siége de réactions chimiques lorsqu’on le chauffe a lauto- 
clave, quand on le porte a l’étuve, sans l’ensemencer, ou méme 
quand on !’abandonne & la température du laboratoire pendant 
quelques jours; il s’acidifie par le chauffage ou spontanément, 


indépendamment de toute intervention microbienne. 
L’expérience suivante montre les modifications qui survien- 
nent ainsi dans un milieu conslitué par du petit-lait lactosé, 


neulralisé. 


TUBES RENFERMANT 


10 cent. cubes de bouillon 


Aprés stérilisation (4/2 h. a 105°). 0,20 0,0642 
Nouveau dosage aprés 24h. . 0,30 0 ,0962 
Apres 2¢ stérilisalion . . , 0,60 0,1926 
Aprés 24 h. d’étuve 4 38°. . 0,70 0 ,2246 


ACIDITE 


en centimétre cube 
de KOH 4a 2 p. 1 000 


ACIDITE 


p- 1.000 
en acidité lactique 


Avec d’autres milieux de culture, l'acidification est plus pro- 
noncée encore. 


LAIT ADDITIONNE ACIDITE ACIDITR 
fetes 5 arom en centimétres cubes p. 1.000 
: # cae de KOH a 2p. 1.000 en acide lactique 
Apres (re stérilisation. 4,10 0,3530 
Aprés 24 h. d’étuve. 1,20 0,3852 
Apres 2¢ stérilisation . 4,30 0,4372 
Apres 3° slérilisalion . . . 1,50 0, 4814 
Apres 24h. d’étuve. 4,70 0, 5456 
SE OR EAR ER EEO 
BOUILLON DE TOURAILLON 
non lactosé 
ee eee ee See 
1re stérilisation . 2 0, 7062 
2° dosage apres 24 h. 4 0914 
? ? 


. Quand on voudra déterminer exactement la quantilé d’acide 
actique formé du fait de la pullulation microbienne, il faudra 
soumettre des tubes de bouillon témoins, non ensemencés. aux 
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mémes manipulations que ceux qui seront mis en fermenta- 
tion et déduire de lacidité trouvée pour ces derniers la dose 
d’acide qui aura pris naissance spontanément dans les tubes 
témoins. 


TecHxiQUE DONNANT DES RHSULTATS CONSTANTS POUR LA FERMEN- 
TATION LACTIQUE DANS LES MILIEUX NORMAUX. — Tous les tubes, 
préalablement lavés avec soin, sont immergés dans un bain 
dacide chlorhydrique & 25 p. 100 pendant dix minutes, puis 
rincés cing ou six fois a l'eau ordinaire et finalement & l’eau 
distillée. 

Avant de s’en servir, ils sont passés 4 l’étuve ou au four Pas- 
teur. En prélevant quelques tubes au hasard, sur le lot ainsi 
traité, il est facile de vérifier leur neutralité; pour cela, on 
introduit dans chacun d’eux 5 cent. cubes d’eau distillée bien 
pure, neutre et stérilisée et on les porte a I'étuve pendant 
vingt-quatre heures; au bout de ce temps, on s’assure, par la 
phénolphtaléine, que le liquide n’est pas alcalin et qu’une 
goutte de solution de KOH a2 p. 1.000 suffit & le colorer en 
rose, ce qui montre qu'il nest point non plus acide. 

Le milieu de culture employé est constitué par du petit-lait 
slérilisé une premiére fois & 100° pendant une demi-heure, 
pour précipiter les albumines coagulables par la chaleur, puis 
filtré sur papier. On prépare, d’autre part, un bouillon d’aprés 
Ja formule suivante : 


EAU iS Ei Cetera sire o) ect owe 1,000 grammes 
Extrait (aie bic yy spew ©) bee 5 — 
Re ptoner neem: 8 oa. 20 — 
Chlorure de sodium. ... 5 _— 


Cette préparation est stérilisée pendant vingt minutes 4 120° 
et mélangée au petit-lait, dans la proportion de: une partie de 
bouillon pour trois parties de petit-lait; le mélange est addi- 
tionné de lactose, & la dose de 30 grammes par litre, puis il est 
neutralisé aussi exactement que possible au moyen d'une solu- 
tion de potasse a 2 p. 1.000 en présence de phénolphtaléine. Lest 
réparti enfin dans des tubes & raison de 10 cent. cubes par tube 
au moyen d'une pipette de cetle méme contenance. 

Tous les tubes sont alors mis a l’autoclave & 105-106° pen- 
dant trente minutes. 
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Pour l'ensemencement, on part d’une culture mere de 
quarante-huit heures sur le méme milieu; on en préléve 
5 cent. cubes que l’on dilue dans 100 cent. cubes de méme 
bouillon, puis on agite fortement le mélange pour le rendre 
parfaitement homogéne. 

On ensemence chaque tube avec 10 gouttes de culture en se 
servant d’une pipette effilée dont le bout inférieur est bien cylin- 
drique et on régle l’écoulement des gouttes de facon qu’elles se 
succedent & intervalles 6gaux. On obtient de la sorte l’unifor- 
mité de la grosseur des gouttes et par suite du nombre des 
microbes. 

Tous les tubes sont agités de la méme maniére, puis portés 
ensemble a ]’étuve ow ils séjournent le méme temps. Au bout 
de ce temps, les paniers renfermant les tubes sont plongés 
cing minutes dans eau bovillante pour arréter la fermen- 
tation. 

Aprés avoir introduit dans chaque tube 2 gouttes de solu- 
tion de phénolphtaléine & 5 p. 100, le dosage s’opére au moyen 
(une liqueur potassique titrée & 2 p. 1.000, en ayant soin de 
ramener le réactif au zéro de la burette avant chaque titrage. 


Decrii DE prRecISION DE LA METHODE. — Dans ces conditions, 
la fermentation en milieu normal est d'une grande constance. 
Si Pon a bien opéré, toutes les cultures devront donner le 
méme résultat & une goutle prés (1/17 de cent. cube) de la solu- 
tion de potasse. 

Comme t cent. cube de cette solution correspond 40 gr. 00324 
d’acide lactique, l’erreur absolue possible, dans l’évaluation de 
Vacidité, sera de east 9 c est-a-dire 0 gr. 00018 ou 0 milligr. 18. 

Dans les conditions habituelles des essais, les tubes témoins 
accusent une acidité totale qui se mesure par un volume’ de 
réacuif potassique voisin de 10 cent. cubes, correspondant & 
3 milligr. 21 d’acide lactiqgue; la valeur relative de Verreur 


3,21 
possible sera donc de 0,18" ° est-a-dire voisine de 0,5 p.100. 


Dans les limites oi elle est employée, la méthode donne 
donc des résultats exacts & 1/2 p. 100 pres environ, en tout cas 
& moins de 1 p. 100 pres. 


bi 
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Répétant nos essais sur des centaines de tubes, si nous avons 
baen opéré, nous n’en trouverons pas un seul, pour une série 
donnée, dont le dosage s’écarte de tous les autres de 0c. ¢. 05 
de solution de potasse. Si l'on trouve, par exemple, qu'il faut. 
pour neutraliser l’une des cultures 9c. c. 45 de réactif, toutes les 
autres, sans exception, exigeront le méme volume de 9c. ¢. 45 
pour amener la saturation. 


C, — Variabilité de la fermentation dans les milieux 
additionnés d’antiseptiques. 


Reportons-nous encore aux expériences de Cardot et Richet 
et nous remarquerons que lirrégularité de la fermentation 
devient considérable quand ces auteurs ajoutent, au milieu de 
culture normal, certains antisepliques tels que le bichlorure de 
mercure. On reléve méme dans ces expériences ce fait para- 
doxal que le développement microbien se trouve plus actif 
dans certains tubes d’une méme série renfermant la substance 
toxique que dans les tubes témoins. 

Voici d’ailleurs la transcription résumée de quelques-uns 
des résultats enregistrés par Cardot et Richet. 


- Z a ACIDITE BN PRESENCE 
NUMBRO ACIDITE DES TEMOINS 


de 0,0015 p. 1.000de Hel? ECART 
de 5 

5 F f maximum 
Toxperierice minimum maximum minimum maximum 
AGN (@) ee 15,8 18,9 9,4 18,8 9,4 
#65 (by... 20,2 92,7 12,9 25 ,8 12,9 

EEE EY MS ET 

avec HeGl? a 0,004 
p. 1.000 

oe 

DR edo be 5 19.8 | 24,5: 4,6 45,4 11,8 


Une autre expérience, que ces mémes biologistes ont réalisée 
en collaboration avec P. Le Rolland (1), mérite encore d’étre 


(1) Cu. Ricner, H. Carnot et P. Le Roxtanp, Des antiseptiques réguliers et 
irréguliers. C. R. Acad. des Sciences, 30 avril 1917. 
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rappelée pour montrer jusqu’od peut aller lirrégularité de la 
prolifération du bacille lactique cultive eo presence d'une dose 
de 0,02 p. 1.000 de HgCl’, avec certaine technique. 


TEMOINS HoCr? a 0,02 p. 1.000 

| 

ee 
16,6 23,3 0,0 3,6 
17,5 23,6 0,0 B28 
19,0 23,7 0,3 4k 
20,9 23,9 0,3 4,5 
21,4 24,0 0,4 3,4 
2144 24,2 | 0,4 6,6 
21,6 24,3 1,0 7,9 
21,6 24, % 4,3 8,0 
22,0 24,5 1,3 12,3 
22,5 24,6 1,9 12,8 
22,6 24,8 | 2,1 16,6 
ay 20,1 
3,0 al 


Plus la dose de toxique est élevée, plus les variations saccu- 
sent dans la fermentation. ; 

Pour une teneur trés faible en sublimé (0,0015 p. 1.000), la 
quantité d'acide lactique formé, dans certains tubes, est déja 
double de celle que l'on dose dans d’autres lubes de la méme 
série; quand la proportion deHgCl* est portée 0,004 p. 1.000, 
Vacidité varie de 1 & 3,35, et lorsque le tilre en chlorure mer- 
eurique atteint 0,02 pour 1.000, lirrégularité de la fermenta- 
tion devient considérable, puisque certaines cultures ont été 
completement stérilisées par le poison, tandis que d’autres, 
dans des conditions soi-disant identiques, ont végété plus 
abondamment que les cultures témoins, n’ayant pas été addi- 
lionnées d’antiseptique. ' 

C’est en présence de ces varialiuns déconcertantes que les 
auteurs précités ont qualifié d'irréguliers les antiseptiques tels 
que le sublimé. Il n’est pas possible, en effet, de déterminer 
Jeur pouvoir bactéricide en se basant sur l’expérimentation que 
nous venons de rapporter. 

Ces variations ont nécessairement une cause, mais nous 
nous refusons a l'attribuer a la différence de résistance aux 
poisons des individus microbiens d’une méme souche. Nous ne 
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pouvons pas admettre qu’en effectuant au hasard, sur une cul- 
ture bien homogéne, des prélevements semblables, composés 
chacun d’un nombre considérable de bacilles, l'ensemble des 
microbes n’ait pas les mémes propriétés dans les divers lots de 
ce partage. Si le bichlorure de mercure & la dose de 0,02 tue 
tous les bacilles de certains lots et n’a aucune action sur les 
micro-organismes d'autres lots, il faut en chercher la cause 
dans les conditions de l’expérience et non dans les propriétés 
des masses bacillaires mises en ceuvre, dont Videntité ne sau- 
rait faire de doute, étant donnée la facon dont elles sont con- 
stituées. 

Pour déterminer ces causes de variation, nous avons appli- 
qué notre technique, aussi rigoureusement que possible, & des 
essais dans lesquels nous avons cherché & éviter les perturba- 
tions & l’'abri desquelles les bactériologistes ne s’étaient pas 
mis antérieurement. 

Nous avons tout d’abord remarqué qu'il ne convenait pas 
d’ajouter Vantiseptique au milieu de culture avant la stérilisa- 
tion, comme on la trop souvent fait, car le chauffage du 
sublimé @ l’autoclave, en présence des matiéres albuminoides, 
tend a le décomposer et & le précipiler sous forme de sulfure 
ou d’autre corps métallique insoluble ou inactif, dont la consti- 
tution dépend de la nature du milieu cultural, de sa réaction 
et de la température. 

Il faut donc stériliser le bouillon et le laisser refroidir avant 
de V'additionner de bichlorure de mercure. . 

Nous avons utilisé une solution de sublimé a 1 p. 1.000 que 
nous avons ajoutée, aux doses suivantes, dans les ballons ren- 
fermant 500 cent. cubes de milieu de culture : 


50 cent. cubes de IIgCl? a i p. 1.000 pour obtenir une dilution de 0,1 p. 1.000 
5 = = = de 0,0t — 
ul = fs = de 0,002 — 
0,5 — ~ de 0,001 — 
0,25 = — — de 0,0005 — 


Liensemencement a élé fait en masse avec une culture diluée 
suivant les indications données plus haut. On a introduit 
500 gouttes de culture mére par 500 cent. cubes de bouillon, 
de facon que chaque tube de 10 cent. cubes renfermat 10 gouttes 


de cette culture. 
67 
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La réparlition dans des séries de 30 4 40 tubes, aprés agita- 
tion et mélange bien homogéne, a été effectuée avec toutes les 
précaulions d’asepsie voulues, au moyen d'une pipette de 
10 cent. cubes. 


Tous les tubes d'une méme série, ensemencés ow non, addi- 
tionnés ou non d’antiseptique, ont donné exactement les mémes 
résultats & une goutte pres de réactif potassique. 


Ces résultats sont les suivants: 


NOMBRE DE CENT. CUBES 
de KOH a 2 p. 1.000 


Bouillon sans antiseptique non ensemencé (acidification 


(SET KO MAUTIRYSS) oe ag eeu d tele 6a Se og bso 6 Aa 3 
Bouillon ensemencé sans antiseplique. ....... 9,6 
Acide lactique formé du fait de la fermeritation 9,6 — 1, 3. 8,3 
Avec.0; 0005 devi ela. 4 0005 2) 5) arlene nena : 32 


Acide lactique formé par fermentation dans ces condi- 


CHOWMST BED Sia cerew ts teas Ment om cure nent ae te ne a 159 
Avees0j001 dete Gla 4 patid00n 62) bo. De hele, 2,4 
Acide lactique de fermentation 2,4—1,3..... we Avt, 
Avecs0002d e Eig: Ciains ate crs. ee ane 1,6 
Acide lactique de fermentation 1,6—1,3 . . ORS 


La proportion de l’acide lactique de fermentation étant 100 
pour les témoins tombe a& 23 avec la dose de 0,0005 de sublimé, 
a 13 avec 0,001 et 43 pour une teneur de 0,002 p. 1.000 d’anti- 
septique. 

En portant 4 26 H. la durée du séjour & Vétuve, dans des 
conditions exactement les mémes, nous avons enregistré les 
dosages ci-dessous : 


Témoins sans antiseptique, ni ensemencement 


‘ers R¥s 1,3 
Témoins ensemencés, sans antiseptique ....... ae Hila 
Avee 0, 001 dems let. e000: ee ee ie PS 
Avec 0,002 = P06 SRSA LLe eee 2,4 


Cette expérience concorde d'une fagon parfaite avec la précé- 
dente. 

Il est done complétement inutile de s’adresser & des 
moyennes quand on. opére avec une technique convenable, 


tous les tubes d’un méme essai conduisant au méme titrage & 
une goutte prés. 


a 
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CONCLUSIONS 


{° Les variations relevées jusqu’ici dans la fermentation 
Jactique proviennent uniquement de causes physiques et chi- 
miyues, contrairement ace qui avait été affirmé anlérieure- 
ment. Ce sont les irrégularités dans les manipulations qui sont 
seules responsables des variations observées. 

2° Les antiseptiques dits irréguliers, qui précipitent les 
matiéres albuminoides, apportent aux fermentations des trou- 
bles 6éminemment variables d'une culture & l'autre, quand on 
utilise une technique défectueuse ; c’est la méthode qui est irré- 
guliére dans ce cas, plutot que la substance toxique, et il est 
parfaitement possible, avec un procédé convenable, de déter- 
miner le pouvoir bactéricide et antivégétalif de ces substances. 

3° Les mutations brusques des microbes dans le sens ot elles 
ont été comprises par le professeur Richet n’existent pas, les 
changements brusques observés ne dépendant que des diffé- 
rences dans les opérations expérimentales. 

4° Les caractéres du bacille lactique ne présentent pas la 
mobilité que lui ont attribuée les auteurs. Ses propriétés ont, 
au contraire, la fixité que lon observe chez tous les étres 
vivants. 

Claude Bernard avait donc raison une fois de plus lorsqu’il 
prétendait que les phénomenes de la vie ont autant de régula- 
rité que les phénoménes physico-chimiques, guand on se met 
dans des conditions tdentiques. 

Malgré les éléments de variation provenant de linsuffisance 
des méthodes, les travaux de Ch. Richet et de ses collaborateurs 
contiennent des vues et des données scientifiques d’un incon- 
testable intérét. Nous nous proposons de reprendre ces ques- 
tions, en utilisant le modus operandi qui nous a permis d’écarter 
les causes d’erreur et d’assurer & la fermentation lactique une 
grande constance. 

Nous ne devons pas terminer cette note sans adresser nos 
remerciements & M™e Montoloy, dont la collaboration aussi 
consciencieuse qu intelligente nous a facilité considérablement 
notre travail. 


SUR LES. 
IRREGULARITES DES FERMENTATIONS LACTIQUES 


QUELQUES REMARQUES 
SU3 LES CRITIQUES DE M. A. LUMIERE 


par H. CARDOT. 


A plusieurs reprises, depuis prés de vingt ans, Ch. Richet et ses 
élaéves ont insisté sur le fait que des cultures lacliques identiques, 
ensemencées dans des conditions en apparence semblables, n’at- 
teignent pas toutes exactement en méme temps Ja méme acidilé. A. 
Lumiére donne a son tour une contribution a l'étude de cette varia- 
bilité et ouvre ainsi la discussion sur ce sujet. Ses conclusions étant 
toutefois fort différentes de celles des précédents auteurs, il convient 
de présenter dés maintenant une réponse aux interprétations qu'il se 
eroit aulorisé a tirer de recherches qui semblent hatives et incom- 
pletes. 

I 


Si nous considérons le cas d’une série de cultures en apparence 
identiques, nous pouvons, ayant dosé leurs acidités, prendre pour 
inesure de la variabilité l’écart moyen de la moyenne, ou mieux le 
quotient de cet écart par l'acidilé moyenne (écart relatif). La mesure 
de ce coefficient permet d’étudier dans quelles conditions la varia- 
bilité s’exagére ou satténue. 

Tout d’abord, une déclaration de principe s’impose. Il ne saurait 
stre question d’admettre quen se placant dans des conditions rigou- 
reusement semblables, on n’obtienne pas des résultats identiques. 
On ne doit absolument pas s’exposer au reproche d’abandonner une 
régle qui est 4 la base méme de l’expérimentation physiologique. Si 
donc des résultats hetérogénes sont observés, il faut en conclure que 
Videntité des cultures nétait qu’apparente et rechercher les causes 
de ce défaut didentité. 

Ces causes peuvent élre réparties en trois groupes : 

1° Les masses de liquide fermentescible ne sont pas rigoureuse- 
ment identiques; 

2 La quantiié ds semence déposée dans chaque eulture n’a pas 


loujours @bé la meine; 
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3° Les semences, bien que prélevées sur une méme culture homo- 
gene, n’étaient pas qualitalivement équivalentes. 

Les deux premiers cas relévent d’erreurs plus ou moins facilement 
évitables; en collaboration avec Charles Richet, nous en avons 
signalé quelques- unes que A. Lumiére 4 son tour met en évidence. 


Il va de soi que la mesure des volumes, tant des liquides fermentescibles 
que des solutions de dosage, doit étre faite avec toute la précision dési- 
rable; nous avons d’ailleurs indiqué lécart imputable a cette cause en sui- 
vant le mode opératoire adopté dans nos expériences [3]. 

Il faut aussi songer a d’autres causes d’erreur qui peuvent agir au cours 
méme de la fermentation. D’abord tous les tubes doivent étre placés a des 
températures bien semblables; A ce point de vue, nous avons pris des pré- 
cautions que A. Lumiére, pourvu sans doute d’étuves plus parfaites que les 
notres, ne tient pas pour indispensables. 

Le capport de la surface libre au volume du liquide influe un peu sur la 
rapidité de la fermentation, comme Charles Richet |6] l’a montré depuis 
longtemps; avec le bacille ulilisé dans nos expériences comme avec celui 
de Lumiére, la rapidité de la fermentation augmente légérement quand la 
surface libre diminue; avec d’autres bacilles lactiques, on peut constater 
Yeffet inverse. Autre cause d’erreuy a éviter; il se peut que les acidités 
initiales des divers tubes de culture ne soient pas rigoureusement les 
mémes, si les conditions de la stérilisation n'ont pas été parfaitement sem- 
blables. Il faut done ne comparer que des cultures sur tubes stérilisés en 
méme Lemps, Ou encore, ce qui est mieux, slériliser toul le liquide en une 
seule masse et le répartir ensuite aseptiquement dans les tubes, par exemple 
en ulilisant un disposilif antérieurement décrit (4]. Bien entendu, les tubes 
dans lesquels se fait cette répartition doivent ¢tre d'une rigoureuse pro- 
preté; sinon il se peut, comme A. Lumiére le constate, que la paroi de 
verre céde au liquide de culture des traces de substance alcaline adsorbée 
au cours d'un lavage défectueux ou incomplet. I] me parait trés plausible 
que la légére modification du pH initial du milieu ainsi produite puisse 
influer notablement sur la rapidité de la fermentation, d’aprés les résullats 
que Bachrach et Cardot [4] ont publiés relativement a lVinfluence de lacidité 
initiale sur le départ de la fermentation lactique. 

Enfin, la nature méme du milieu de culture adoplté a, d’aprés A. Lumiére, 
une importance notable. Par exemple, une coagulation survenant au cours 
de Ja fermentation introduit une cause d’hétérogénéité, que Richet a jadis 
indiquée [7]. De tait, dans les expériences en collaboration avec Charles 
Richet, j’ai toujours fait usage soit de petit-lait, soit mieux d’un milieu aux 
peptones de caséine et lactose dont la préparation a été indiquée ailleurs [9] 
et qui échappe 4 la critique qui précéde, car 4 aucun moment on n’y constate 
de précipitation visible. 


Ul 


Voyons maintenant les objections relatives & une inégalité dans 
les ensemencements. 

Incontestablement, nous l’avons indiqué avec des expériences a 
lappui [3], et cela ressort aussi des recherches de A. Lumiére, la 
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variabilité des résultats est d’autant moindre que les ensemence— 
ments sont plus abondants. A condition d’observer toutes les pré- 
cautions dont la révision vient d’étre faite, un peu longuement peut- 
étre, pour montrer & quel point les résultats de notre collegue 
concordent avec les nétres, et & condilion de pratiquer des ense- 
mencements tres abondants, il faut s’attendre a n’avoir qu'une faible 
variabililé, de ordre de grandeur de celle constatée par A. Lumiére. 
Mais nous cesserons d’étre d’accord avec cet auteur si nous ten!ons 
d'inlerpréter cette influence de la quantité de semence sur la varia- 
bilité. 

De ce fait, il y a une premiére explication certainement valable: 
c'est que les différences entre les masses de semence introduites 
dans les cultures, méme en prenant toutes les précautions pour 
assurer Videntité, ont une importance relative d’autant plus grande 
que ces masses sont moins considérables. L’ensemencement a la 
goutte donne assurément des résultats plus réguliers que |’ensemen- 
cement a l’'anse et surtout au fil. Nous avons donné au sujet de 
Vinfluence de la quantité de semence des indications précises sur 
lesquelles il est inutile de revenir ici [3]. Notons que les écarts 
relatifs qui peuvent résulter de ces variations dans l’ensemencement 
sont d’autant plus marqués que les dosages sont faits plus tot au 
cours de la fermentation; avec le temps, les cultures s’égalisent et 
nous ne savons pas exactement dans quelle mesure A. Lumiere a 
tenu compte de ce fait. 


Mais il y a, & notre avis, un second facteur 4 considérer et nous 
arrivons ainsi au fond méme de la discussion. 

Admettons un instant qu’il soit possible de déposer dans chaque 
tube le méme nombre de germes. Dans ces conditions, toutes choses 
égales d’ailleurs, A. Lumiére croit qu’aucune différence ne se consta- 
tera entre les cultures. Nous pensons, au contraire, qu’elles pour- 
ront montrer des écarts parce que les ensemencements identiques 
en quantité ne le sont pas forcément en qualité. Et nous pensons 
que ces écarls se manifesteraient dans toute leur ampleur s'il était 
possible d’ensemencer chaque culture avec un germe unique. 

Quels arguments soutiennent une telle supposilion? Ils sont tirés 
d’expériences sur les milieux additionnés de certains loxiques. 

En presence de ces antiseptiques que Charles Kichet et ses colla- 
borateurs ont qualifiés d'irréguliers, on voit augmenter dans des 
proportions considérables les irrégularités entre les cultures d’une 
méme série. Si l'on ensemence en méme temps deux lots de tubes, 
les uns de milieu témoin, les autres de milieu antiseptisé, on constate, 
lors du dosage aprés fermentation, que la série des tubes anti- 
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Septisés est trés nettement plus irrégulitre que la série des témoins. 
Nous croyons avoir dans les expériences de ce genre réduit au mini- 
mum les causes d’erreur dont il vient d’étre question; elles jouent, 
dans tous les cas, de la méme facon dans les deux séries et la différence 
constatée ttent seulement a la présence ou a absence du toxique. 

A la suite des premiéres constatations qu'il a faites a ce sujet, 
Charles Richet |8| a supposé que parmi les nombreux germes intro- 
duits dans chaque culture, il n’y en avait que trés peu qui puissent 
végéter en présence du poison et que par leffet du hasard les divers 
tubes pouvaient s’en trouver inégalement pourvus. 

Que les diverses cellutes microbiennes d'une méme culture ine 
soient pas absolument identiques, qu’elles puissent étre les unes 
plus, les autres moins résistantes vis-a-vis d'un antiseptique donné, 
- c’est la une hypothése que A. Lumiére se refuse 4 admettre. Peut- 
étre, d'ailleurs, dénature-t-il un peu la pensée de Richet et de ses 
collaborateurs, quand il dit : « Sile bichlorure de mercure a la dose 
de 0,02 tue tous les bacilles de certains lots et n’a aucune aclion sur 
les micro-organismes d autres lots, il faut, ete. » Nous disons en 
réalité que le bichlorure de mercure tue parfois tous les bacilles de 
certains lots et respecte quelques bacilles dans d'autres lots. 

Cette hypothése de Charles Richet, qui a été développée dans 
une série de travaux ultérieurs, cadre bien avec les constatations 
d’Etfront [5]. Cet auteur, par l'emploi du bleu de méthyléne, a con- 
staté gqu’en présence d’antiseptiques, bon nombre de cellules de 
levure ne peuvent résister et meurent, a cété d’autres qui s’accli- 
matent, et il arrive ainsi a des conclusions trés voisines des nétres. 

Quand on observe d’ailleurs, comme j’ai eu l'occasion de le faire, 
la multiplication, pendant quelques heures, de cellules de levure 
isolées, cultivées en gouttes pendantes, méme en milieu non anti- 
septisé, on ne peut manquer d’étre frappé de la grande irrégularité 
des résultats : certaines cellules n’ont subi qu'une ou denx divisions, 
alors que d'autres onl déja formé un massif d'une dizaine de cellules. 
Dans la ‘suite ces différences s’atténuent; mais au début elles sem- 
blent bien déceler des différences assez considérables dans le pou- 
voir de prolifération de cellules provenant d'une méme culture pure. 

Ces considérations empruntées a l'étude d’un autre micro-orga- 
nisme plaident donc en faveur de la légilimilé de l‘hypothése; exami- 
nons encore quelques-unes de ses conséquences. 

Plus on augmente la dose de toxique, plus le pourcentage des 
cellules résistantes doit diminuer, plus donc les écarts doivent, en 
général, devenir considérables. Ici aussi ’hypothése est en accord 


avec les faits. 
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Inversement, plus on augmente Ja quanlilé de semence déposée 
dans les cultures, plus il y a chance que chacune de celles-ci pos- 
séde des germes résistants. 


Je m’excuse d'insister sur ce point, évident pour tous ceux qui sont fami- 
liarisés avec le calcul des probabilités. Pourtant, il n'est peut-étre pas inulile 


de préciser ceci par une image. Soit dans un sac des grains noirs et des- 


grains blancs, dans les proportions de 100 a 1, el supposons que nous vou- 
lions constituer des lots de 10 grains en les tirant du sac au hasard. Il nest 
pas impossible, mais il est fort improbable, que 50 lots de 10 grains ainsi 
constitués renferment tous des grains blancs; en général, seuls quelques lots 
en seront pourvus. Au contraire, si nous constiluons des lots de 10.000 grains, 
il est fort probable que 50 de ces lots renfermeront tous des grains blancs et 
dans des proportions assez voisines; enfin si nous constiluons des lots dun 
million de grains, la probabilité est tres grande pour que de tels lots soient 
équivalents quant au pourcentage des grains blancs qu'ils renferment. 


Par conséquent, pour étudier le phénoméne qui nous occupe ici et 
dont nous soutenons la réalité, il convient de ne point suivre la pratique 
de Vensemencement ahondant, par ailleurs excellente dans d’autres 
cas, notamment dans les mesures de toxicité. Ce point fondamental 
me parait avoir été méconnu par A. Lumiere. 


Ill 


Voyons enfin dans quelle mesure Vinterprétation de notre contra- 
dicteur, qui rejette délibérément toute différence individuelle entre 
les cellules microbiennes, peut s’accorder avec les résultats expéri- 
mentaux. 

Prenant pour exemple le sublimé, qui nous a donné les plus fortes 
irrégularités, il indique une précaulion a son avis essentielle, que 
nous avons nous méme longuement examinée dans un mémoire qui 
lui a totalement échappé [9]. Cette précaution consiste a n’ajouter le 


bichlorure de mercure qu’aprés stérilisation du milieu, pour éviter~ 


qu’au cours de cette opération le sublimé, en présence des protéines 
et du lactose, ne participe a des réactions qui modifient notablement 
sa toxicité, et ce, avec une amplitude qui pourra peut-étre varier un 
peu dans les différents tubes. Dans ce méme mémoire, nous avons 
conclu cependant que les grands écarts observés avec le bichlorure 
de mercure ne relevaient pas entiérement de cetle possible cause 
derreur, car en stérilisant une seule masse de milieu mercurique et 
en la répartissant ensuite en tubes, les écarts constatés sont encore 
notables par rapport 4 ceux des cultures témoins. Il est vrai que les 
expériences de Lumiére ne permettent de constater aucune différence 
au point de vue de la variabilité entre les séries temoins et les séries 
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mercuriques. Nous pensons qu'il aurait comme nous trouvé une 
différence en ensemencant ses cultures de facon plus parcimonieuse. 
Sans doute, en opérant ainsi, on augmente légérement Ja cause 
d’erreur due 4 la variation relative du nombre total des germes 
introduits, mais les erreurs commises seront les mémes pour la série 
témoin et pour la série antiseptisée. 

En somme, tout en reconnaissant le bien-fondé d’une partie des 
critiques formulées & propos du bichlorure de mercure, puisque 
nous avons été les premiers a4 les exposer, nous tenons pour réel le 
fail que la présence de certains antiseptiques entraine des écarts 
notables dans la fermentation; ceci se constate avec le nilrate de 
thallium, Je sulfate de cadmium, l’arséniate de soude entre autres. 
De semblables écarts s’observent aussi quand on utilise des milieux 
non antiseptisés, mais ayant des acidités iniliales éloignées de 
loptimum qui donne un rapide départ de la fermentation; a cet 
oplimum, les écarts sont trés faibles; ils sont considérables, dans les 
premiéres heures au moins pour les acidités trop fortes ou trop 
faibles. Reconnaissons que ces derniers faits peuvent s interpréter par 
des causes étrangéres aux microbes eux-mémes; par exemple par la 
plus ou moins grande instabilité des colloides du milieu en fonction 
du pH initial. Mais nous ne pouvons croire a la validité dans tous 
les cas de telles explications, si nous examinons un autre ordre de 
faits. Ces faits n’ont pas été discutés par Lumiére, peut-élre parce 
qu'il a éliminé trop hativement notre hypothése qui trouve au con- 
traire sa justification dans une expérience qui nous parait décisive. 

Si les grands écarts observés en présence d'un toxique trennent effec- 
tivement au faible pourcentage des celiules microbiennes capables de 
résister et de se multiplier, ces écarts doivent s’atténuer quand le bacille, 
cultivé au préalable pendant plusieurs semuines en présence du toxi- 
que, aura acquis une résistance accrue. Eh bien! |’expérience est 
d'une extréme netteté et nous l’avons répétée a plusieurs reprises, 
notamment avec l’arséniate de soude et le nitrate de thallium. 

Si ]’on ensemence simultanément un ferment témoin et un ferment 
accoutumé a un antiseptique donné sur des milieux renfermant ce 
poison, le premier y-moutre des irrégularités considérables, le 
second des écarts de méme ordre qu'un ferment témoin sur milieu 
témoin (1). Ici toutes les faibles causes d’erreur précédemment 
examinées agissent identiquement dans les deux séries de culture; le 
milieu dans les deux cas est le méme; la seule différence est quune 
des semences a été accoutumée au poison, a Vinverse de l'autre. Et celte 


(1) Ace propos voir notamment les nombres et les graphiques publiés dans 
ces Annales, 33, p. 608 et suivantes. 
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différence dans les propriétés biologiques du microbe se traduit par 
une différence extrémement nette dans le degré de régalarité des 
fermentations. 

Plus récemment, en collaboration avee H. Laugier [2), jai suivi 
pendant six mois les mouifications subies par deux souches lac- 
tiques cultivées en présence de chlorure de potassium a forte concen - 
tration. Les faits concernant la variabilité des cultures, délerminée 
aux diverses périodes de lexpérience et comparée a la variabilité 
des témoins, sont aussi instructifs. Au début de leur culture sur 
KCl, les deux souches ont des écarts trés supérieurs a ceux des 
témoins; puis la difference diminue graduellement jusqu’a l’ézalité, 
atteinte au bout de trois mois pour la sonche sur KCl 20 p. 1.000 et 
au bout de six mois pour la souche sur KCl 34 p. 1.090. Kao d’autres 
termes, les fluctuations présentées par les deux souches vont en 
s’amortissant & mesure que progresse adaptation au milieu toxique. 
Nous ne pensons pas dailleurs que ces fluctuations sont compiéte - 
ment indépendantes des influences exlérieures; aa contraire, nous 
avons quelque tendance a croire qu’elles sont la traduction de 
minimes influences extérieures dont leffet, habituellement imper- 
ceptible, sexagére quand la souche est imparfaitement adaptee a 
son milieu et quand, par la méme, les cellules qui la constituent 
pré-entent sans doute de fortes différences de résistance. 

Nous sommes donc tout a fait d’accord avec A. Lumiére pour 
altacher aux conditions de l'ambiance une grande importance dans 
la production des écarts, mais nous nous séparons de lui lorsquil 
rejette délibérément toute influence liée A une dissemblance ‘entre 
les cellules et & leur variable adaptation vis a-vis du milieu. Pour 
exclure notre hypothese, il faut tenir compte de Vexrpérience cruciale 
dont nous venons de donner des exemples, experience dont laréalisa- 
tion est facile et que A. Lumiére confirmera sans nul doute, en renon- 
ex provisuirement a opérer avec des quantités de semence trés aban- 

antes. 


Ty 


Un étrange reproche a encore été adressé.a Charles Richet: c'est 
d’avoir supposé l’existence de mutations chez le bacille laclique. En 
toute justice, ce reproche aurait dd étre adressé aussi a d’autres 
auteurs qui, également, ont nommé mutations de brasques ‘varia- 
tions soit du bacille laztique, soit des levures (A). 

Voyons d’abord la critique du fait expérimental, qui a été constaté 


{) Voir en particulier: G t 6 i i 
lu Rs particulier : GuittieRMonD. Les ldevwres, p. 268 et suivants; in 
cyel. scientifique, Doin, 1912. 
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une premiére fois dans l'accoutumance du bacille au thallium, et 
ensuite dans l’accoutumance a l’arséniate. 

Si l’on ensemence sur milieu toxique un bacille lactique et qu'on 
détermine de jour en jour, au cours des réensemencements successifs, 
la quantité d’acide lactique formée par les cultures, ‘toutes choses 
égales d’ailleurs, on consiate d'une facon générale une augmentation 
de cette quanlité & mesure que la souche s’aceoutume au poison. 
Dans bien des cas, cette augmentation est graduelle; d'autres fois, 
et notamment dans les cas précités, elle est faible A certaines 
périodes et s’amplifie brusquement & d'autres; parfois, apres de 
brusques ascensions de l’activité biochimique, survient un fléchisse- 
ment temporaire. 


A. Lumiére prétend que les faits observés tiennent & ce que les 
conditions expérimentales ne sont pas toujours restées les mémes. 
Pour ma part, j’accorde que le phénoméne en question n’est pas 
constant; tres souvent l’activité de la souche s’accroit graduelle- 
ment. Mais dans certains cas, et sans doute dans des conditions qui 
se montreront variables avec l’espéce microbienne choisie, on peut 
constater les brusques variations dont il vient d’étre question. Un 
cas qui semble assez fréquent est une trés rapide augmentation de 
la vitalité dans les premiéres cultures, puis pendant une courte 
période un fléchissement marqué, auquel fait suite une accoutumance 
plus lente et réguliére; telle est l'allure du phénoméne dans l’accou- 
tumance 4 KCl. Comme ila été dit expressément [2], des causes exté- 
rieures, peut-étre de minimes variations de température, peuvent 
étre & Vorigine de ces fluctuations; mais pour les raisons indiquées 
plus haut, les effets ainsi déclenchés sont inséparubles, me semble-t-il, 
de l'état physiologique des souches en voie d'accoutumance. 

Il ne reste pour terminer qu’a discuter un point de vocabulaire. 
Doit-on, en présence de ces brusques variations, les qualifier de 
mutations ? 

Assurément, si l'on définit la mutation comme un fait d’une 
extraordinaire rareté, portant sur un individu unique ét jamais sur 
plusieurs lignées voisines, si l’on admet par définilion que la muta- 
tion doit étre complétement indépendante des conditions ambiantes 
et aboutir de suite A un état de stabilité parfaite, il fuut rejeter ce 
terme pour les faits qui nous occupent. Ou peut méme se demander 
si un examen un peu sévére des cas classiques de mutations en lais- 
serait subsister un seul répondant a la définition! Au contraire, si en 
employant le mot mutation on a simplement voulu exprimer qu'une 
souche microbienne, soumise A une action toxique, montre a cer- 
taines périodes un changement brusque de quelques-unes de ses 
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earactéristiques physiologiques (pouvoir de multiplication dans le 
cas des mutations de Richet, changement dans Vactivité biochimique 
dans le cas des mutations envisagées par Gorini, variations physio- 
logiques ou morphologiques des levures dans les expériences de 
llansen et d'autres) il ne semble pas qu’on soit passible d’une critique 
sérieuse. Sans doute, la brusquerie de la modification est toute rela- 
live; tel changement qui parait rapide s’étend peut-étre sur des dizai- 
nes ae générations microbiennes. Mais ne peut-on objecter que, chez 
Jes étres supérieurs aussi, la mulation — en admettant méme qu elle 
soit effectivement limitée a l’individu muté — doit comporter, avant 
qu’elle se manifeste & lobservateur, des modifications interessant 
plusieurs générations successives dans de nombreuses lignees cellu- 
laires? 


CONCLUSIONS. 


De cette longue discussion, dégageons maintenant les points 
essentiels. 

Nous croyons que les diverses cellules d’une culture homogéne ne 
sont pas rigoureusement semblables entre elles et que leurs dissem- 
blances s’accusent quand elles viennent d’étre mises en contact avec 
certains toxiques. Notre conviction est basée avant tout sur le fait 
suivant : en présence du toxique, une souche normale donne dans 
les cultures des irrégularités plus fortes qu'une souche accoutumée. 
On ne peut qu’étre surpris que notre contradicteur, qui, aprés 
quelques hatives expériences, s'est si longuement attardé sur des 
causes d’erreur que nous avions formellement signalées, n’ait tenu 
aucun compte de celte constatation fondamentale; c’est elle pourtant 
qui doit étre discutée et contrdlée, en restreignant autant qu’il est 
necessaire le nombre des germes déposés dans les cultures. 
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SUR 
LA REGULARITE DE LA FERMENTATION LACTIQUE 


par Aucusts LUMIERE. 


Pour qu’un fait expérimental soit considéré comme démon- 
tré, il faut qu’on puisse toujours le reproduire quand on se 
place dans des conditions identiques. 

Comme, avant nous, tous les auteurs ont unanimement 
constaté lirrégularité de la fermentation lactique, surtout 
quand elle a lieu en présence de certains antiseptiques, et que 
nous sommes parvenu, au contraire, & instituer une méthode 
qui permet d’obtenir une grande constance dans cette fermen- 
tation (1), il nous a paru intéressant de faire répéter nos expé- 
riences par un autre opérateur. 

Ce n’est point par crainte d’avoir commis quelque erreur 
dans nos investigalions que nous nous sommes soumis a ce 
contréle, car on comprendrait difficilement qu'une technique 
défectueuse ptit conduire aux résultats parfaitement réguliers 
que nous avons réussi & obtenir; nous avons voulu seulement 
nous assurer que les indications mentionnées dans notre pré- 
cédent mémoire étaient suffisamment précises pour que tout 
bactériologiste soit en mesure de corroborer nos conclusions. 

A cet elfet, nous nous sommes adressé & un expérimentateur 
de nos amis en le priant de reprendre nos essais. 

A notre grande surprise, alors que ce biologiste constatait 
parfois une grande régularilé dans ses dosages, il arrivait que 
des différences assez importantes se produisaient dans cerlains 
de ses essais pour retomber dans les effets peu colérents 
observés antérieurement. 

Voici, par exemple, les acidités trouvées, aprés trente-six 
heures d’éluve, pour Vexpérience la plus défectueuse, dans 
laquelle notre collaborateur avait ajouté 0,0005 p. 1.000 de 
sublimé au milieu de culture. 


(1} Avcuste Lumiere, Contribution 4 Vétude de la fermental-o.. laclique et 
des propriétés des microbes. Ges An ules, 1923, p. 967. 
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TUBES TEMOINS BUBES SUE MOINS TUBES ENSEMENCES 
non ensemencés tie snvaspuade et additionnés de 0,0005 p. 1.000 de HgCl’ 

a ( 

1,6 10,2 2,9 3,6 

1,6 10,2 2,9 3,8 

4,6 10,2 259 39 

1,6 10,2 3,1 4,3 

16 10,2 3,4 4 

4,6 10,2 354 4,7 

) 10,2 3,4 4,1 

10,2 3,4 4,9 

34 5,6 

34 6,4 


Les témoins ayant fermenté tres réguli¢rement, la cause des 
variations devait étre recherchée dans les manipulations des 
cultures qui avaient élé additionnées de chlorure mercurique. 

Ayant fait effectuer devant nous ces manipulations, nous 
avons remarqué que l’opérateur agitait violemment le ballon, 
apres avoir inlroduit l’antiseptique dans le milieu, et qu'il se 
formait alors, & la surface du bouillon, une mousse persistante 
sur laquelle l’ensemencement était ensuite effectué. 

Nous avons supposé que les microbes arrivant au contact 
des bulles de la mousse pouvaient étre retenus dans les lames 
minces de liquide qui les constituaient et échapper par consé- 
quent a laction du poison dont la faible dose s’épuisait en agis- 
sant sur les seuls bacilles ayant pénétré dans le liquide. 

Nous avons fait-.recommencer cette expérience par la méme 
personne, en lui recommandant. d’attendre la disparition de 
la mousse avant l’ensemencement, ce qui demande environ 
deux heures. 


Voici le résultat de l'un des essais, aprds trente heures 
d’étuve : 


Témoins non ensemencés (Acidification spontanée). . . 1,2 
Témoins ensemencés (sans antiseptique). Tous les tubes 
ont exigé en centimetre cube de KOH a 2p. 4.000. . . 8,1 


Sur 32 tubes au sublimé a 0,0005, 31 ont exigé 4,1.et un seul 4.3. 


Dans une seconde expérience, aprés trente-six heures d’étuve, 
on a enregistré les acidilés suivantes : 
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Sur 32 tubes au sublimé au méme titre, 30 ont présenté une acidité corres- 
pondant a 4,8, un a 4,7 et le dernier A 4,6. 


Dans nos expériences personnelles antérieures, nous n’avions 
pas observé d’anomalies, parce que nous avions évité l’agita- 
lion tumultueuse et la formation de mousse. 7 

Comme dernier controle, nous avons nous-méme_ préparé 
comparativement deux cultures, en partant d’un méme bouil- 
lon additionné de 0,0005 p. 1.000 de sublimé, que nous avons 
divisé en deux parties égales. L’une des moitiés a été fortement. 
agitée de fagon a produire une couche de mousse de 1 & 2.cen- 
timétres d’épaisseur, tandis qu’on a évité la formation de toute 
bulle sur Vautre. 

Aprés ensemencement de la méme maniére et répartition 
dans des tubes, ces deux essais ont donné les résultats suivants : 
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On voit, par conséquent, combien des causes en apparence 
négligeables sont susceptibles d’apporter de profonds change- 
ments dans les effets expérimentaux et combien il faut se défier 
de certains facteurs accessoires, afin de ne pas étre amené a 
attribuer a des forces mystérieuses ou & des propriétés de la 
matiére ou de |’étre vivant des variations qui ne proviennent 
que de défauts de technique. 


A PROPOS DE LA VACCINATION PAR VOIE BUCCALE 
CONTRE LA PESTE BOVINE 


Dans la Revue crilique publiée par ces Annales le 25 septembre 
dernier sur la vaccination par voie buccale contre diverses maladies 
infectieuses, j’ai mentionné, d’aprés une note du Bulletin de ’Aca- 
démie royale de Beigique, les tentatives faites par M. R. Van 
Saceghem pour conférer par ce procédé l’immunité contre la peste 
bovine. 

M. Van Saceghem veut bien, a ce sujet, me communiquer les 
renseignements suivants sur la technique qu'il emploie et qui est 
différente de celle que j’avais brievement décrite : 

« On inocule & un animal neuf, jeune et robuste, 1 cent. cube de 
« sang pesteux. Des que la fiévre se déclare, ordinairement six 
« jours aprés l’'inoculation du virus, on injecte a l'animal 100 cent. 
« cubes de sérum antipestique et, quatre jours plus tard (c’est-a- 
« dire dix jours aprés l’infection), on préléve les matiéres fécales 
« qui peuvent étre utilisées pour la vaccination par ingestion. » 


A. CALMETTE. 


Le Gérant : G. Masson. 
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